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RESUMO 
 
 Neste trabalho, foram desenvolvidas três metodologias analíticas 
utilizando eletroforese capilar com a finalidade de diferenciar uísques 
autênticos de amostras apreendidas por suspeita de falsificação, cedidas 
pela Polícia Técnico-Científica do Estado de São Paulo. O primeiro 
capítulo trata da determinação simultânea dos aldeídos fenólicos: vanili-
na, seringaldeído, coniferaldeído e sinapaldeído. Estratégias de pré-
concentração “on-line” (“stacking”) foram desenvolvidas para melhorar 
a detectabilidade do método para determinação destes compostos. Os 
valores de R² foram maiores que 0,99 para os métodos sem e com pré-
concentração (respectivamente denominados, NSM e SWMR42). A 
razão sinal/ruído (S/N) de 3 e 10 foram consideradas para estimar o LD 
e o LQ. Estes valores foram 100 µg L-1 e 330 µg L-1; 22 µg L-1 e 73 µg L-
1
 para NSM e SWMR42, respectivamente. Das 30 amostras analisadas, 
14 apresentaram os aldeídos fenólicos estudados abaixo do limite de 
detecção. O segundo capítulo se refere ao desenvolvimento de um mé-
todo para determinação dos açúcares frutose, glicose e sacarose e, neste 
estudo, foi utilizado um planejamento fatorial de 2 níveis e 3 variáveis 
para otimizar os parâmetros instrumentais de temperatura do cartucho, 
tempo de injeção e voltagem. As curvas de calibração indicaram boa 
linearidade na faixa de aplicação utilizada (50 a 500 mg L-1), assim co-
mo, boa correlação entre a área dos picos e a concentração dos açúcares 
e os coeficientes de determinação foram superiores a 0,99 para os três 
analitos. Quanto aos parâmetros de LD e LQ, estes foram de 68,42 e 
228,06 mg L-1, respectivamente. O terceiro capítulo se destina à deter-
minação dos ácidos alifáticos: acético, fórmico, láctico e glicólico. Nesta 
etapa, foram utilizados softwares de simulação para otimizar a composi-
ção do eletrólito de corrida. As curvas de calibração para os quatro áci-
dos apresentaram coeficientes de determinação maiores que 0,99. Os 
parâmetros de LD e LQ foram melhores que 12,50 e 41,70 mg L-1, res-
pectivamente. A análise por componentes principais possibilitou a dis-
tinção entre os uísques autênticos envelhecidos 8 e 12 anos, assim como, 
a diferenciação entre as amostras autênticas e suspeitas, com base na 
concentração encontrada para os analitos. Os resultados obtidos nas três 
análises demonstraram a aplicabilidade da eletroforese capilar na identi-
ficação de amostras falsificadas de uísque. 
  
  
Palavras – chave: uísque, aldeídos fenólicos, ácidos alifáticos, açúcares, 
eletroforese capilar de zona, “stacking”. 
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ABSTRACT 
 
This work reports the development of three analytical methodologies 
using capillary electrophoresis in order to differentiate authentic whis-
keys from samples seized under suspicion of forgery provided by the 
Technical-Scientific Police of São Paulo. The first chapter describes the 
simultaneous determination of phenolic aldehydes: vanilline, syringal-
dehyde, coniferaldehyde and sinapaldehyde. On-line pre-concentration 
techniques (stacking) were developed so as to improve the sensitivity of 
the method for determining these compounds. Values of R² were higher 
than 0,99 for the methods with and without pre-concentration (named 
SWMR42 and NSM, respectively). The signal-to-noise ratio (S/N) of 3 
and 10 were considered to estimate the LD and LQ. These values were 
better than 100 mg L-1 and 330 mg L-1, 22 mg L-1 and 73 mg L-1 for 
NSM and SWMR42, respectively. Out of the 30 samples analyzed, 14 
showed the phenolic aldehydes studied below the detection limit. The 
second chapter refers to the development of a method to determine the 
sugars fructose, glucose and sucrose, where we employed a factorial 
planning with 2 levels and 3 variables to optimize the instrumental pa-
rameters of the cartridge temperature, injection time and voltage. The 
calibration curves indicated good linearity in the range of application 
(50 to 500 mg L-1), as well as good correlation between the peak area 
and the concentration of sugars. The determination coefficients were 
above 0,9910 for the three analytes. The LD and LQ parameters were 
better than 68,42 and 228,06 mg L-1, respectively. The third chapter 
determines the aliphatic acids: acetic, formic, lactic and glycolic. Here 
we used simulation software to optimize the running electrolyte compo-
sition. The calibration curves for the four acids presented correlation 
coefficients greater than 0,9900. The LD and LQ parameters were better 
than 12,50 and 41,70 mg L-1, respectively. The principal component 
analysis enabled not only the distinction between authentic whiskeys 
aged 8 and 12 years, but also the differentiation between the authentic 
samples from the suspect ones based on the concentration found for the 
analytes. The results obtained in the three tests showed the applicability 
of capillary electrophoresis to identify samples of counterfeit whiskey. 
 
 
Keywords: whiskey, phenolic aldehydes, sugars, aliphatic acids, capil-
lary electrophoresis, stacking. 
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 3 
1.1 Introdução  
 
1.1.1 O uísque e seu processo de fabricação 
 
 O uísque é um tipo de bebida alcoólica produzida a partir de vá-
rios tipos de grãos, entre os quais está o milho, o centeio e, principal-
mente, a cevada. Este último cereal é o mais tradicional na fabricação 
deste destilado por ter sido o primeiro a ser utilizado em sua terra de 
origem, a Escócia. Do seu malte (grãos de cevada germinados) são obti-
dos os uísques mais valorizados do mundo, sendo que, o primeiro regis-
tro de uma transação comercial de uísque escocês data de 1494 entre um 
mosteiro Beneditino da cidade de Fife e a corte do rei James IV em 
Edinburgo, ambas na Escócia [1]. 
Um fator importante na classificação dos uísques é o chamado 
coeficiente de congêneres ou coeficiente de componentes secundários. 
Esta medida está relacionada à porcentagem de substâncias voláteis 
diferentes de álcool presentes na bebida [2]. Estas substâncias são ex-
pressas da seguinte forma: 
• soma de acidez volátil, expressa em ácido acético; 
• ésteres, expresso em acetato de etila; 
• aldeídos, expresso em acetaldeído; 
• álcoois superiores, expresso pelo somatório dos mesmos; 
• furfural. 
Todos estes valores devem ser expressos em mg/100 mL de álco-
ol anidro [2].  
 De acordo com o tipo de cereal utilizado como matéria-prima, o 
uísque pode ser classificado em: 
I. uísque puro de malte: uísque feito, exclusivamente, com desti-
lado de malte com coeficiente de congêneres não inferior a 350 mg/100 
mL de álcool anidro; 
II. blended whisky: é a bebida resultante da mistura de 30% de 
destilado de malte com destilados alcoólicos de outros cereais (grain 
whisky), envelhecido ou não, com coeficiente de congêneres não inferior 
a 100 mg/100 mL em álcool anidro; 
III. grain whisky: é a produção mais barata e resulta da destilação 
de álcool de trigo, milho e centeio, sacarificados, total ou parcialmente, 
por diastases (enzimas que atuam sobre o amido) da cevada maltada, 
adicionada ou não de outras enzimas naturais e destilada em alambique 
ou coluna, envelhecido por um período mínimo de dois anos, com coefi-
ciente de congêneres não inferior a 100 mg/100 mL em álcool anidro; 
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IV. bourbon whisky: quando a bebida for elaborada com no mí-
nimo 50% de destilado alcoólico simples de milho, sacarificado com 
cevada maltada, envelhecido por um período mínimo de dois anos, adi-
cionado ou não de álcool etílico potável de origem agrícola, podendo ser 
envelhecido ou não, com o coeficiente de congêneres não inferior a 150 
mg/100 mL em álcool anidro [2]. 
O processo de fabricação do uísque envolve as etapas de: malta-
gem, moagem, maceração, destilação, fermentação e envelhecimento, 
sendo que, os quatro últimos estágios são os mais interessantes do ponto 
de vista químico, pois na maceração ocorre a conversão do amido do 
cereal em açúcar, que é transformado em álcool pela fermentação [3-5]. 
O álcool, que então é chamado de “mosto fermentado de cereais”, passa 
por uma, duas ou até três destilações simples sucessivas até originar um 
líquido transparente [1]. 
 A destilação do mosto produz um tipo de destilado alcoólico de 
cereais (maltado, se o cereal for a cevada) que é encaminhado para o 
envelhecimento em barris de carvalho, etapa final da produção [3-5]. 
Durante a maturação ocorre uma série de reações químicas com a bebi-
da, sendo estas as responsáveis pela cor, aroma e sabor característicos 
do uísque [6]. 
O tempo de envelhecimento varia de país para país. No Brasil, 
por exemplo, um destilado é considerado envelhecido se permanecer por 
um ano, no mínimo, em um barril de carvalho [2]. Porém, na Escócia, a 
bebida deve ficar por pelo menos três anos [7]. O fato é que quanto mais 
envelhecido for o uísque mais apreciado e valorizado ele é. 
Durante o processo de envelhecimento, a concentração de aldeí-
dos voláteis e ésteres aumenta gradativamente por todo o tempo de ma-
turação, enquanto a acidez total aumenta somente nos primeiros anos 
[5]. 
O aldeído mais abundante, encontrado em bebidas destiladas, é o 
acetaldeído, formado principalmente durante a fermentação. Entre os 
ácidos carboxílicos o que se apresenta em maior quantidade é o ácido 
acético devido à oxidação do acetaldeído [8]. As oxidações dos aldeídos 
a ácidos são favorecidas pela presença de íons metálicos que se origi-
nam do aparelho de destilação ou da água utilizada para a correção do 
teor alcoólico das bebidas, pois estes íons, por exemplo, cobre, ferro, 
manganês atuam como catalisadores [8-10]. 
O componente representativo da classe dos ésteres é o acetato de 
etila, este se encontra em maior quantidade por causa do aumento da 
concentração de ácido acético, o que desloca o equilíbrio, mostrado 
abaixo [6]: 
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CH3COOH + CH3CH2OH ↔ CH3COOCH2CH3 + H2O 
 
O carvalho é a principal madeira utilizada para o envelhecimento 
de destilados devido a sua durabilidade, resistência, flexibilidade para 
confecção dos tonéis, imunidade a pragas, entre outras qualidades [11]. 
 O carvalho utilizado para a confecção dos tonéis na Europa são 
quase que exclusivamente, das espécies Quercus robur e Quercus pe-
traea. Enquanto que na América do Norte a espécie predominantemente 
utilizada é a Quercus alba. No entanto, no Brasil o uísque é envelhecido 
em tonéis reutilizados, provenientes da Europa e da América do Norte 
[12]. 
Uma classe de substâncias de suma importância na modificação 
das propriedades organolépticas dos uísques durante a maturação são os 
compostos fenólicos; e a qualidade e a quantidade destes dependem do 
poder de extração do destilado, do tipo de madeira que é feito o barril, 
do tratamento térmico que é aplicado a ele e do tempo em que a bebida 
fica em contato com o tonel [13,14,15]. 
 Atualmente, a importância do estudo dos polifenóis e fenóis em 
alimentos e bebidas alcoólicas (não destiladas e destiladas envelhecidas) 
se deve ao fato destes compostos diminuírem o risco de doenças cardía-
cas [16,17]. 
 Enfim, de uma forma geral, o uísque que se encontra à venda nos 
supermercados e outros estabelecimentos comerciais é uma mistura de 
destilado alcoólico de cereais – que obteve a graduação alcoólica final 
entre 38 e 54% – acrescido de água (para redução do teor alcoólico, se 
necessário) e caramelo, para correção da cor [2]. 
 
1.1.2 A problemática das falsificações 
 
 Anualmente, o Governo Federal brasileiro perde milhares de reais 
em arrecadação de impostos com a venda de bebidas falsificadas e/ou 
adulteradas [18]. No entanto, não são somente danos econômicos que a 
adulteração de bebidas provoca, a ingestão de bebidas alcoólicas adulte-
radas prejudica a saúde dos consumidores devido à má qualidade das 
matérias-primas e das instalações utilizadas na fabricação destes produ-
tos [19]. 
 Em diversos artigos de jornais verificou-se que, nas apreensões 
realizadas pelos órgãos fiscalizadores (por exemplo, Polícia Civil de 
Santo André (SP) e Vigilância Sanitária), em fábricas clandestinas, em 
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diversas partes do Brasil, foram encontradas garrafas e vasilhames reco-
lhidos do lixo por catadores, caixas de água servindo de barris e também 
determinados “ingredientes” como perfumes e corantes [20,21]. 
 O principal risco à saúde oferecido por estas falsificações é a 
presença de metanol. Este álcool é um composto de estrutura química 
simples que é produzido naturalmente durante o processo de fermenta-
ção. Sendo assim, ele é um dos componentes secundários das bebidas 
alcoólicas e o limite aceitável de sua concentração é de 0,25 mL/100 mL 
de álcool anidro para aguardentes e outras bebidas destiladas e 0,35 g/L 
para vinhos [2,22]. Porém, alguns destilados obtidos pela fermentação 
de frutas (licores) constituem uma exceção e podem conter até 1g/100 
mL (de álcool anidro) de metanol devido à presença de pectinas metoxi-
ladas e enzimas que podem favorecer a formação desse álcool [23,24]. 
 O álcool metílico é facilmente absorvido pelo aparelho digestivo 
porque é bastante solúvel em água e tem grande afinidade por lipídeos 
[22]. As reações metabólicas do metanol são catalisadas pela enzima 
álcool desidrogenase hepática e, durante o seu processo metabólico este 
álcool se transforma em aldeído fórmico e ácido fórmico, o que torna a 
sua ingestão muito perigosa pela toxicidade destes compostos [23]. Um 
antídoto contra os malefícios deste tipo de intoxicação é o álcool etílico, 
que se ingerido ao mesmo tempo inibe a oxidação metabólica do meta-
nol [25]. 
 Os sintomas da intoxicação por álcool metílico estão associados à 
quantidade ingerida e vão desde dor de cabeça, náuseas e vômitos, ce-
gueira (se consumido em torno de 20 mL deste álcool) até a morte (em 
torno de 60 mL) [23,25].   
 Geralmente, a falsificação é realizada através da mistura de álcool 
(de cereais ou não-potável), água, aroma e corante caramelo a bebidas 
de menor valor comercial ou por diluição de bebidas autênticas com 
álcool e água [26].  
Estudos da composição e análises espectroscópicas podem ser 
utilizadas para verificar a autenticidade de amostras de uísque. Pontes et 
al. usaram a espectrometria de infravermelho próximo (NIR) e métodos 
quimiométricos para determinar a adulteração de 69 amostras de bebidas 
alcoólicas [27]. A estratégia proposta se mostrou uma ferramenta atrati-
va e poderosa na classificação e verificação da adulteração de uísque, 
brandy, rum e vodka. Costa et al. desenvolveram uma nova metodologia 
para avaliar a adulteração de bebidas alcoólicas através de medidas do 
efeito Schlieren usando um sistema de injeção em fluxo (FIA, do inglês 
flow injection analysis) com detecção fotométrica [19]. A verificação da 
autenticidade apresentou resultados satisfatórios, identificando 100% 
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das amostras de bebidas adulteradas no laboratório e 93% das bebidas 
alcoólicas adulteradas reais com limite de confiança de 95%. González-
Arjona et al. determinaram quatro álcoois superiores (1-propanol, 2-
metil-1-propanol, 3-metil-1-butanol e 2-metil-1-butanol), selecionados 
como descritores químicos, utilizando cromatografia a gás (CG) com a 
técnica de injeção por “headspace”, para caracterizar e diferenciar uís-
ques irlandeses de escoceses e bourbons [28]. 
No Brasil, os órgãos fiscalizadores empregam a cromatografia a 
gás para verificar a autenticidade de bebidas alcoólicas [2]. Neste con-
texto, a eletroforese capilar surge como uma técnica analítica atrativa, 
pois engloba baixo custo por análise, rapidez na aquisição e tratamento 
dos dados sem a necessidade de pré-tratamento das amostras com baixa 
geração de resíduos [29]. 
 
1.1.3 Eletroforese capilar 
 
 O fenômeno da eletroforese consiste no deslocamento de com-
postos iônicos ou que podem ser ionizados, quando um campo elétrico é 
aplicado. Esta técnica de separação foi desenvolvida pelo químico Arne 
Tiselius para o estudo de proteínas no soro sangüíneo, e por este traba-
lho ganhou o prêmio Nobel em 1948 [30]. 
 A eletroforese no formato capilar (EC) é uma técnica que foi 
introduzida em 1981, por Jorgenson e Lukacs e, é considerada pela co-
munidade científica uma poderosa ferramenta analítica [31]. A EC tem 
se mostrado muito eficiente na separação de íons pequenos, tanto orgâ-
nicos como inorgânicos, bebidas, alimentos, fármacos, explosivos, co-
rantes, polímeros, proteínas e peptídeos, DNA e RNA, entre outros [32]. 
 Atualmente, o termo eletroforese tem sido utilizado genericamen-
te para designar todos os tipos de técnicas de separação, que englobem o 
estabelecimento de um campo elétrico ao longo de um capilar [33]. No 
entanto, cada modo de separação eletroforético possui suas próprias 
características. Alguns destes modos são: 
• Eletroforese capilar de zona (CZE, do inglês “capillary zone elec-
trophoresis”). 
• Eletroforese capilar em gel (CGE, do inglês “capillary gel elec-
trophoresis”). 
• Focalização isoelétrica capilar (CIEF, do inglês “capillary isoe-
lectric focusing”).  
• Isotacoforese capilar (CITP, do inglês “capillary isotachophore-
sis”).  
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• Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC, do inglês “micellar 
electrokinetic chromatography”). 
• Cromatografia eletrocinética em microemulsão (MEEKC, do 
inglês “microemulsion electrokinetic chromatography”). 
• Eletroforese capilar em meio não-aquoso (NACE, do inglês “non-
aqueous capillary electrophoresis”). 
 O presente trabalho baseou-se no modo CZE da CE também co-
nhecida com eletroforese em solução livre (FSCE, do inglês “free solu-
tion capillary electrophoresis”), que consiste em introduzir a amostra 
num tubo capilar na presença de uma solução tampão, ao qual é aplicado 
uma diferença de potencial. Após a geração de um campo elétrico ao 
longo do tubo capilar, os componentes da amostra migram com veloci-
dade constante, independentemente uns dos outros, como conseqüência 
de suas mobilidades [29,33]. 
 Entre as características favoráveis inerentes à técnica estão a 
rapidez, e, a capacidade de se aplicar vários métodos de análise à mesma 
amostra utilizando o mesmo tubo capilar [34]. Além da quantidade re-
duzida de amostra (injeção na ordem de nanolitros), outras vantagens 
relacionadas a eletroforese capilar são, o baixo custo por análise, alto 
poder de separação, baixo consumo de reagentes e solventes e a comple-
ta automação da análise, com possibilidade de injeção e detecção em 
fluxo [34]. Outro benefício é o fato de ser compatível com diversos tipos 
de detectores, entre eles os de absorção no UV-VIS e de espectrometria 
de massas [30]. 
 Entre todos os modos eletroforéticos, a CZE se destaca por per-
mitir através da utilização de capilares, a dissipação do calor gerado pelo 
efeito Joule no seu interior com maior eficiência, devido à aplicação de 
campos elétricos altos. Este melhor desempenho está relacionado à ge-
ometria do capilar, cuja área superficial externa é bem maior em relação 
ao volume interno [35]. 
 
1.1.3.1 Instrumentação 
 
 O instrumento é composto de uma fonte de alta tensão, capilares 
(geralmente de sílica fundida com diâmetro interno de 15 a 100 µm e 
comprimento entre 30 e 150 cm), eletrodos (os de platina são os mais 
utilizados) e um detector (Figura 1.1) [35]. A fonte de alta tensão estabe-
lece um campo elétrico ao longo do capilar podendo operar com tensão 
constante (-30 a 30 kV) e/ou corrente constante (-200 a 200 µA) [35].  
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 Nos instrumentos disponíveis comercialmente, os capilares são 
mantidos dentro de um dispositivo, denominado cartucho, que facilita a 
introdução do capilar no aparelho além de facilitar a dissipação do calor. 
O controle de temperatura do capilar é muito importante para assegurar 
a repetitividade das separações. O controle é realizado geralmente por ar 
ou líquido refrigerante, confinado no interior do cartucho onde se encon-
tra o capilar [34,35]. 
 O tubo capilar é, então, preenchido com um eletrólito de corrida 
que pode ser uma solução tampão e suas extremidades são mergulhadas 
em recipientes (contendo a mesma solução), onde é aplicada uma 
diferença de potencial, que gera uma corrente elétrica no interior do 
capilar. Os eletrodos também são mergulhados na solução para fechar o 
circuito. O capilar possui uma “janela de detecção”, a qual é convenien-
temente posicionada em um sistema de detecção, usualmente um detec-
tor espectrofotométrico de absorção no UV/Vis [30]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1. Diagrama esquemático de um instrumento de eletroforese 
capilar. 
 
 Em EC, a amostra pode ser injetada de forma eletrocinética ou 
hidrodinâmica. Na injeção eletrocinética a amostra é introduzida no 
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capilar devido a uma variação de potencial que se forma ao longo do 
tubo. Como conseqüência, a quantidade de material injetado é uma fun-
ção da mobilidade eletroforética do soluto, das condutividades da amos-
tra e do eletrólito e da grandeza do fluxo eletrosmótico. No modo de 
injeção hidrodinâmica, a amostra é introduzida no capilar por uma dife-
rença de pressão (pressão positiva, vácuo, sifonagem) que se estabelece 
entre o reservatório do eletrólito e o capilar, sendo assim, o volume 
injetado depende do tempo de injeção, dimensões do capilar e viscosi-
dade da solução tampão [34].  
 O detector mais freqüentemente utilizado em EC é o espectrofo-
tômetro de absorção no UV/Vis, pois ele é versátil, barato e atende a um 
leque considerável de substâncias de interesse. A maioria dos instru-
mentos também possui detectores com arranjo de diodos disponíveis, o 
qual pode fornecer um espectro de UV/Vis para substâncias que apre-
sentam absortividade molar compatível [34]. Na Tabela 1.1, são mostra-
dos alguns tipos de detectores e seus limites de detecção. 
 
Tabela 1.1. Detectores para Eletroforese Capilar [36]. 
Tipo de Detector  Limite de Detecção 
Típico (em mol L-1) 
Índice de Refração Direto (laser) 10-5 – 10-6 
Condutividade  10-5 – 10-6 
Absorbância Direto  10-5 – 10-6 
 Indireto  10-4 – 10-5 
Fluorescência Direto (lâmpada) 10-7 – 10-8 
 Direto (laser) 10-9 – 10-12 
 Indireto  10-6 – 10-7 
Espectrometria de Massas  10-4 – 10-9 
 
1.1.3.2 Fundamentação teórica 
 
Conforme o tipo de analito presente na amostra, cada componente 
se desloca com uma mobilidade característica e, devido aos diferentes 
tipos de mobilidades existentes, cada uma recebe uma denominação 
correspondente, a saber: 
• mobilidade iônica: é a mobilidade do íon totalmente dissociado à 
diluição infinita; 
• mobilidade efetiva: é a mobilidade de um íon num determinado 
pH; 
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• mobilidade eletrosmótica: é o valor da mobilidade do fluxo ele-
trosmótico (FEO); 
• mobilidade aparente: é a mobilidade obtida diretamente de um 
eletroferograma [29,34]. 
A mobilidade iônica ou eletroforética (µe) é diretamente propor-
cional à carga (q) e inversamente proporcional ao raio hidratado (r) e a 
viscosidade do meio (η), conforme pode ser observado na Equação 1.1: 
 
  
 
 Com a aplicação da tensão, as espécies carregadas adquirem ve-
locidades eletroforéticas (ve) dependentes do campo elétrico (E) gerado 
no capilar e da mobilidade eletroforética (µe) de cada espécie (Equação 
1.2). 
 
  
A (µe) pode apresentar variações em seus valores para uma mes-
ma espécie dependendo do eletrólito de corrida utilizado na separação. 
Neste momento, introduz-se o conceito de mobilidade efetiva (µef) for-
mulado a partir da função de distribuição das espécies (α), conforme a 
Equação 1.3: 
 
 
 O conceito de mobilidade efetiva é muito importante, pois a reso-
lução entre dois analitos com mobilidades muito próximas em uma de-
terminada matriz é obtida através da escolha adequada dos componentes 
do eletrólito de corrida e, consequentemente, do seu pH ou pela adição 
de alguma substância ao eletrólito de corrida, bastando que os pKas das 
espécies de interesse sejam diferentes para que se promova a separação 
com uma boa seletividade. 
Além da mobilidade, outro fenômeno responsável pela separação 
das substâncias em EC é o fluxo eletrosmótico. 
O capilar é constituído de sílica fundida, nesse material existem 
grupos silanóis (SiOH) que, em um determinado intervalo de pH se 
ionizam, deixando as paredes do capilar carregadas negativamente e 
cargas positivas livres em solução, para manter a eletroneutralidade 
dentro do tubo, uma camada de cátions formada pelos contra-íons do 
eletrólito de corrida se adere à parede do capilar, resultando em um fe-
nômeno de dupla camada elétrica. A concentração de íons de carga o-
r
q
e piη
µ
6
= (1.1) 
Ev ee µ= (1.2) 
∑= eef αµµ (1.3) 
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posta na superfície diminui com a distância da parede e, esta região é 
conhecida como  camada difusa da dupla camada elétrica [29].  
Quando um campo elétrico é gerado no capilar, a camada difusa é 
afetada por forças elétricas e começa a migração dos íons em direção 
aos eletrodos de carga oposta; como esses íons estão solvatados por 
moléculas de água, esse deslocamento promove um fluxo de solução 
chamado fluxo eletrosmótico (Figura 1.2). Esse fluxo é o responsável 
por arrastar os analitos, independentemente de suas cargas, em direção 
ao detector [29].  
  
Plano de cisalhamento 
Superfície do Capilar
Solução
Fluxo Eletrosmótico
 
Figura 1.2. Representação esquemática do fluxo eletrosmótico. 
 
A magnitude do fluxo eletrosmótico pode ser mensurada em ter-
mos de velocidade ou mobilidade segundo as Equações 1.5 e 1.6 [37, 
38].  
 
 
 
 
 
 
Onde:  
vosm = velocidade do FEO; 
ε0 = permissividade ao vácuo; 
ε = constante dielétrica; 
µ 
v 
ζ εε 
- 
0 
osm η 
ζ εε 
=
E - 0 osm η 
= (1.4)
(1.5)
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A B
ζ  = potencial zeta; 
η = viscosidade; 
E = potencial aplicado; 
µfeo = mobilidade do FEO. 
 
De acordo com estas expressões, o fluxo eletrosmótico é direta-
mente proporcional ao potencial zeta (ζ), uma vez que, as outras incóg-
nitas são constantes físicas. O potencial zeta é uma diferença de potenci-
al existente muito próxima à superfície do capilar, gerada a partir da 
dupla camada elétrica. Este depende da carga na superfície da parede do 
capilar e a carga depende do pH, sendo assim, o FEO é diretamente 
proporcional ao pH do eletrólito [37]. Abaixo de pH 4, a ionização dos 
grupos silanóis é pequena e o FEO não é significante, enquanto que 
acima de pH 8 os grupamentos silanóis ficam completamente ionizados 
e portanto o FEO é considerado alto [39]. 
 O potencial zeta é gerado em todo o comprimento do capilar e 
produz uma velocidade de fluxo uniforme sem geração de pressão. Sen-
do assim, pode-se dizer que o perfil do FEO é planar e esta característica 
faz com que a EC não promova o alargamento dos picos em razão do 
fluxo, pois os analitos se movem com velocidades muito próximas (Fi-
gura 1.3). Esta é uma importante vantagem da EC quando comparada à 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, do inglês “high perfor-
mance liquid chromatography”)  em relação a eficiência dos picos, uma 
vez que, o perfil parabólico do fluxo, induzido por pressão, (fluxo lami-
nar) contribui para picos mais largos [29]. 
 
 
  
 
 
Figura 1.3. Perfil de fluxo gerado por pressão (A) e o fluxo eletrosmóti-
co (B). 
 
Em EC, existem dois modos de análise: o co-eletrosmótico (em 
que os analitos migram na mesma direção e sentido do FEO) e o contra-
eletrosmótico (os analitos migram na mesma direção, mas em sentido 
oposto ao FEO) [40]. 
Com a existência do FEO fica claro que a migração das espécies 
em EC não depende apenas das próprias mobilidades eletroforéticas, 
 14 
mas também da mobilidade do fluxo eletrosmótico e, esta por sua vez, 
depende da escolha da composição do eletrólito condutor. 
 
1.1.3.3 Técnicas de pré-concentração 
 
Como mencionado anteriormente, a eletroforese capilar oferece 
várias características atrativas como técnica analítica para a verificação 
da autenticidade de bebidas. Porém, as metodologias desenvolvidas por 
EC têm frequentemente a sua detectabilidade diminuída em comparação 
a outros métodos de separação, tal como HPLC, devido ao limitado 
caminho óptico proporcionado pelo capilar para a detecção espectrofo-
tométrica, e aos pequenos volumes de amostras que podem ser injeta-
dos. Visando melhorar a sensibilidade da técnica, muitos estudos têm 
investigado diferentes estratégias de pré-concentração. Entre eles, “stac-
king” tem sido extensivamente descrito na literatura e tem se mostrado 
como um método eficiente para aumentar a detectabilidade em EC [32]. 
 A pré-concentração “on-line” ocorre quando um volume de a-
mostra maior do que o convencional é introduzido no capilar e os anali-
tos que estão em uma longa zona da amostra são focalizados em uma 
estreita zona antes da separação. O princípio da maioria das técnicas de 
pré-concentração realizados em eletroforese capilar de zona é baseado 
na mudança de velocidade dos analitos entre a zona da amostra e a zona 
do eletrólito carreador. Esta mudança na velocidade de migração é cau-
sada pela mudança na intensidade do campo elétrico entre a zona da 
amostra e a zona de separação ou pela mudança na carga efetiva do 
analito [41-47].  
 Entre as técnicas de pré-concentração “on-line” mais utilizadas 
estão: 
• NSM (“Normal stacking mode”): a amostra, numa matriz de 
baixa condutividade elétrica é introduzida hidrodinamicamente no capi-
lar como uma longa zona de amostra, então a tensão é aplicada sem 
quaisquer procedimentos adicionais. A quantidade de amostra injetada 
deve ser reduzida, para manter a eficiência da separação alta. Se o fluxo 
eletrosmótico é suprimido, a eficiência na pré-concentração é maior do 
que com o fluxo alto. É a mais simples entre os modos de “stacking”, e 
o ganho na concentração é de cerca de 10 vezes [32]. 
• SWMR (“Stacking with matrix removal”): neste modo de “stac-
king”, a matriz da amostra deve ser removida do capilar antes da separa-
ção eletroforética. Por exemplo, para a pré-concentração de ânions sob 
um alto e positivo fluxo eletrosmótico (na direção do cátodo), primeiro é 
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aplicada uma tensão, com polaridade negativa, para a remoção da matriz 
da amostra. Quando a corrente atinge 90 a 99 % da corrente observada, 
quando todo o capilar é preenchido apenas com o eletrólito de corrida, a 
polaridade é invertida e a separação ocorre. Para que a pré-concentração 
seja eficiente, a velocidade eletroforética dos analitos deve ser maior 
que a velocidade do fluxo, isto acontece devido a intensidade do campo 
elétrico na zona da amostra ser maior que na zona do eletrólito. Com 
este ”stacking”, a eficiência da pré-concentração pode chegar a mais de 
100 vezes [32]. 
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1.2  Objetivos 
 
1.2.1 Objetivo Geral 
 
Estudar a viabilidade de utilização da eletroforese capilar como 
metodologia para investigar a autenticidade de uísques nacionais e im-
portados, através do desenvolvimento e da otimização de métodos analí-
ticos que possibilitem a identificação de compostos marcadores. 
 
1.2.2 Objetivos Específicos 
 
• Desenvolvimento de métodos rápidos, de baixo custo e eficiência 
satisfatória para diferenciação de uísques apreendidos por suspeita de 
falsificação de uísques autênticos. 
 
• Otimização da composição do eletrólito de corrida e parâmetros 
instrumentais de separação. 
 
• Utilização de ferramentas de simulação para auxiliar na otimiza-
ção das condições analíticas de separação. 
 
• Identificação, caso possível, dos componentes que comprovem a 
autenticidade da bebida, através da utilização de padrões analíticos au-
tênticos e do espectro de UV-Vis dos compostos, especificamente, alde-
ídos fenólicos, ácidos alifáticos e açúcares. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo II 
 
Análise de aldeídos fenólicos em amostras de uísque  
mediante uso de “stacking” 
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2.1 Introdução 
 
Através do contato do uísque com a superfície do barril de car-
valho, muitas substâncias são incorporadas ao destilado durante o enve-
lhecimento. Estas substâncias tanto podem ser extraídas diretamente da 
madeira dos tonéis, como podem se originar da degradação de molécu-
las formadoras da parede celular, como por exemplo, a lignina, a celulo-
se e a hemecelulose. Independentemente da via como são associados ao 
destilado, estes compostos sofrem complexas mudanças químicas duran-
te a maturação, modificando as propriedades organolépticas da bebida 
[1-4].  
Entre estas transformações químicas, pode ser citada a etanóli-
se, que ocorre com a lignina da madeira, levando à formação de aldeídos 
cinâmicos e compostos do tipo seringil [5].  
A hidrólise de ligninas do tipo guaiacil e seringil, assim como, 
de lactonas (cis- e trans-β-metil-γ-octalactona), originam os ácidos vaní-
lico e seríngico e, também, os aldeídos fenólicos sinapaldeído, seringal-
deído, coniferaldeído e vanilina, Figura 2.1 [2, 4, 6, 7]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1. Estruturas dos aldeídos fenólicos determinados no presente 
estudo e seus respectivos pKas [8]. 
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Entre os produtos que se originam da quebra da lignina, a vani-
lina é a principal responsável pelo aroma das bebidas envelhecidas em 
barris de madeira [9].  
A determinação da composição química dos uísques pode ser 
empregada para o estudo dos processos envolvidos na sua produção, 
para determinação da qualidade e para verificação de sua autenticidade, 
pois, se espera que a composição de um produto falso ou adulterado seja 
diferente da sua correspondente amostra autêntica [10,11]. 
O presente estudo teve por objetivo desenvolver uma metodolo-
gia utilizando EC para a determinação de aldeídos fenólicos em amos-
tras de uísque, visando monitorar a concentração destas substâncias em 
amostras autênticas e apreendidas por suspeita de falsificação. Estraté-
gias de pré-concentração “on-line” (“stacking”) foram empregadas para 
aumentar a detectabilidade do método.  
 
2.2 Procedimento experimental 
 
2.2.1 Instrumentação 
 
Todos os experimentos foram realizados em um equipamento de 
eletroforese capilar modelo HP3DCE da marca Agilent Technologies 
(Palo Alto, CA, E.U.A.) equipado com um detector de arranjo de diodos 
ajustado em 360 nm (vanilina e seringaldeído) e 410 nm (coniferaldeído 
e sinapaldeído), respectivamente. 
As medidas foram realizadas a 25°C em um capilar de sílica fun-
dida com revestimento externo de poliacrilato (48,5 cm × 75 µm D. I. × 
365 µm D. E.) adquirido na Microtube (São Paulo, Brasil).  O capilar 
foi, primeiramente, condicionado com hidróxido de sódio 1,0 mol L-1 e 
água desionizada por 30 min cada e com eletrólito de corrida por 10 
min. A cada dia, antes do início das análises, o capilar também foi lava-
do com hidróxido de sódio, água desionizada e com eletrólito de corrida 
por 5 min cada. Entre as determinações o capilar foi condicionado du-
rante 1 min com o eletrólito de corrida.  
As soluções contendo os padrões e as amostras foram introduzi-
das pela extremidade mais afastada do detector (“inlet”) e injetadas 
hidrodinamicamente sob pressão de 50 mbar (50 mbar = 4996.2 Pa). 
A tensão aplicada para a separação foi de 25 kV, com polaridade 
positiva no lado da injeção. 
A aquisição e tratamento dos dados foram realizados com o pro-
grama HP Chemstation. 
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2.2.2 Reagentes e soluções 
 
Todos os reagentes utilizados na preparação do tampão são de 
grau analítico. Tetraborato de sódio (TBS) foi obtido da Merck (Rio de 
Janeiro, Brasil) e metanol (MeOH) foi adquirido da Tedia Brazil (Rio de 
Janeiro, Brasil). Os padrões de vanilina, seringaldeído, coniferaldeído e 
sinapaldeído foram obtidos da Sigma Aldrich (São Paulo, Brasil). 
Água desionizada (Milli-Q deionizer, Millipore, Bedford, MA, 
E.U.A.) foi utilizada no preparo das soluções. Uma solução padrão esto-
que (20 mg L−1) dos aldeídos foi preparada em água desionizada, dissol-
vendo estes compostos em um volume de 10 mL, contendo 40 % (v/v) 
de etanol. 
Uma solução estoque de TBS (colocada em equipamento de ul-
tra-som e banho termostatizado para a dissolução do sal) na concentra-
ção de 100 mmol L-1 foi utilizada para a preparação do eletrólito de 
corrida.  
 
2.2.3 Amostras 
 
2.2.3.1 Procedência das amostras  
 
Para este trabalho, 30 amostras de uísque foram utilizadas, sendo 
que 29 amostras foram gentilmente cedidas pela Polícia Técnico-
Científica do Estado de São Paulo e uma foi adquirida no comércio 
local. 
 
2.2.3.2 Preparação das amostras 
 
As amostras de uísque foram transferidas diretamente para os re-
servatórios de amostra antes da injeção no equipamento de EC, sem 
nenhum tratamento prévio.  
 
2.3 Resultados e Discussão 
 
2.3.1 Otimização do eletrólito de corrida 
 
Pelo fato do pKa dos analitos estudados variar de 7,0 a 8,5 [8], foi 
escolhido TBS, pH 9,3, como eletrólito de corrida, pois neste pH, os 
compostos de interesse estão na forma aniônica e quase totalmente dis-
sociados. Como apresentam valores de mobilidade eletroforética meno-
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res que a mobilidade do fluxo eletrosmótico, a análise é conduzida no 
modo contra-eletrosmótico. 
Para otimização da composição do eletrólito de corrida utilizado 
no método desenvolvido para eletroforese capilar de zona, a concentra-
ção de TBS a ser utilizada foi variada entre 10 e 20 mmol L-1, pois con-
centrações menores do que 10 mmol L-1 não apresentam uma boa capa-
cidade tamponante e concentrações acima de 20 mmol L-1, provocam 
uma corrente elétrica elevada. A porcentagem de MeOH avaliada foi de 
0, 10 e 20 %. Este estudo foi realizado com uma solução padrão conten-
do 10 mg L-1 dos aldeídos aromáticos preparada em EtOH:água (40:60, 
v/v) a fim de mimetizar a matriz do uísque, e também com uma amostra 
de uísque autêntica, gerando uma combinação de seis resultados, cujos 
eletroferogramas são apresentados na Figura 2.2. A fim de minimizar o 
tempo de análise, optou-se pela injeção hidrodinâmica, na extremidade 
do capilar mais próxima ao detector (injeção pelo “outlet”). 
De acordo com os eletroferogramas D e E, quadro II na Figura 
2.2, optou-se pela concentração de 20 mmol L-1 de TBS como tampão 
porque este valor apresentou ganhos na resolução e eficiência das ban-
das eletroforéticas na amostra. 
Observando-se os eletroferogramas D, E, F, nos quadros I e II, 
percebe-se que o aumento do teor de metanol diminui a eficiência dos 
picos. Entretanto, com a utilização de 10 % do solvente orgânico, há um 
ganho em resolução entre os analitos, tanto nos padrões quanto na amos-
tra (eletroferogramas E), possibilitando a identificação do composto 2 
(coniferaldeído) na amostra de uísque. No entanto, a adição de 20 % de 
MeOH provocou um considerável alargamento das bandas (eletrofero-
gramas F). 
O eletrólito de corrida considerado satisfatório para a separação 
dos analitos foi constituído por 20 mmol L-1 TBS com 10 % MeOH. 
Este eletrólito apresentou bons resultados em relação ao tempo de análi-
se, formato do pico, resolução e corrente elétrica, adequados para a se-
paração eletroforética. 
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Figura 2.2. Otimização da composição do eletrólito de corrida. I: eletroferograma de uma solução padrão (10 mg L-1) de 
sinapaldeído (1), coniferaldeído (2), seringaldeído (3) e vanilina (4), em 360 nm. II: eletroferogramas de uma amostra de 
uísque autêntico, em 360 nm. Condições experimentais: capilar de sílica fundida (Ltot = 48,5 cm; Ldet = 8,5 cm; D. I. = 75 
µm); tensão 25kV (polaridade positiva na injeção); temperatura 25 °C; injeção hidrodinâmica 50 mbar por 3s.  
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 A injeção das amostras pela extremidade mais próxima ao detec-
tor mostrou a possibilidade de diferenciação de amostras de uísque sus-
peitas de adulteração das amostras autênticas. Como pode ser observado 
nas Figuras 2.3 e 2.4, na amostra de uísque autêntica é possível identifi-
car as bandas dos aldeídos fenólicos (B) e ausência dos mesmos na a-
mostra apreendida por suspeita de adulteração (A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.3. Eletroferogramas de uma amostra suspeita de adulteração 
(A) e de um uísque autêntico (B), em 360 nm. 3: seringaldeído, 4: vani-
lina. Condições experimentais: capilar de sílica fundida (Ltot = 48,5 cm; 
Ldet = 8,5 cm; D. I. = 75 µm); tensão 25kV (polaridade positiva na inje-
ção); temperatura 25 °C; injeção hidrodinâmica 50 mbar/3 s. Eletrólito: 
20 mmol L-1 TBS e 10 % MeOH, pH 9,3. 
 
 
Figura 2.4. Eletroferogramas de uma amostra de uísque suspeita de 
adulteração (A) e de um uísque autêntico (B), em 410 nm. 1: sinapaldeí-
do, 2: coniferaldeído. Condições experimentais, idem Figura 2.3. 
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 Uma vez que a relação sinal/ruído do coniferaldeído (pico 2), e 
do sinapaldeído (pico 1) é inferior a dez, a quantificação nas amostras se 
torna impossibilitada. Para tentar aumentar a detectabilidade dos aldeí-
dos no método, o tempo de injeção foi aumentado para 6 e 9 segundos.  
 Na Figura 2.5, é possível notar que a estratégia empregada não 
foi eficiente, pois ocorreu a co-migração dos analitos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.5. Variação no tempo de injeção de uma solução contendo os 
padrões de aldeídos fenólicos 1 mg L-1, em 360 nm. A: 3 s. B: 6 s. C: 9 
s. 1: sinapaldeído, 2: coniferaldeído, 3: seringaldeído, 4: vanilina. Con-
dições experimentais, idem Figura 2.3. 
 
 Tendo em vista que o aumento no tempo de injeção diminuiu a 
resolução entre os analitos e, a fim de melhorar a detectabilidade do 
método, optou-se então pela injeção das amostras e dos padrões pela 
extremidade mais afastada do detector (“inlet”), aumentando assim o 
Ldet. Estas análises ocorreram em um tempo mais longo, observando-se 
um aumento de eficiência e resolução (Figura 2.6).  
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2.3.2 Estratégias de pré-concentração “on line”  
 
2.3.2.1 “Normal stacking mode”  
 
Utilizando o mesmo eletrólito de corrida, considerado ótimo para 
a análise pelo método outlet, e a mesma tensão aplicada (25 kV), variou-
se o tempo de injeção de 3 a 15 segundos no modo normal de injeção, 
utilizando-se, nestes testes, uma solução padrão dos aldeídos fenólicos 
na concentração de 2 mg L-1. 
O tempo de injeção para que fossem obtidos picos com maior si-
nal analítico sem perda de eficiência entre eles foi de 9 s com pressão de 
50 mbar (em torno de 3,7 % do volume do capilar). A Figura 2.6 mostra 
o eletroferograma obtido usando a metodologia NSM desenvolvida. 
Nesta Figura pode ser observado que uma boa resolução foi alcançada 
para os analitos em menos de 4 minutos. 
Para a determinação da vanilina e do seringaldeído foi utilizado o 
comprimento de onda de 360 nm e, para o coniferaldeído e o sinapaldeí-
do 410 nm, a fim de maximizar o sinal analítico e a seletividade (espec-
tros de UV estão inseridos na Figura 2.6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.6. Eletroferograma de uma solução padrão (2 mg L-1) de sinapaldeído (1), 
coniferaldeído (2), seringaldeído (3) e vanilina (4). A: λ = 360 nm. B: λ = 410 nm. 
Condições experimentais: capilar de sílica fundida (Ltot = 48,5 cm; Ldet = 40 cm; D. 
I. = 75 µm); tensão 25kV (polaridade positiva na injeção); temperatura 25 °C; inje-
ção hidrodinâmica 50 mbar/9 s. Eletrólito: 20 mmol L-1 TBS e 10 % MeOH, pH 9,3. 
 32 
A Figura 2.7 compara o eletroferograma de um uísque autêntico 
com o de uma amostra apreendida, nos dois comprimentos de onda de 
interesse, utilizando o método desenvolvido. Como pode ser observado, 
há uma considerável diferença no perfil eletroforético das duas amostras 
e a ausência de picos relacionados aos analitos estudados na amostra 
apreendida, sugerindo que esta tenha sofrido adulteração. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.7. Eletroferogramas de um uísque autêntico (A e C) e de uma 
amostra suspeita de adulteração (B e D), nos comprimentos de onda dos 
compostos determinados: sinapaldeído (1) e coniferaldeído (2) em 410 
nm. seringaldeído (3) e vanilina (4) em 360 nm. Condições experimen-
tais, idem Figura 2.6. 
 
2.3.2.2 “Stacking with matrix removal”  
 
No pH do eletrólito otimizado há um alto fluxo eletrosmótico ca-
tódico. Com isso, a estratégia utilizada para aumentar a detectabilidade 
foi baseada na pré-concentração da amostra durante a injeção, denomi-
nada “stacking with matrix removal” (SWMR). Primeiramente, um 
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grande volume de amostra é injetado hidrodinamicamente no capilar (10 
– 240 s x 50 mbar), como ilustrado na Figura 2.8 (A). Então, uma tensão 
negativa (-15 KV) foi aplicada para remover a matriz da amostra (Figura 
2.8 (B) e a polaridade foi invertida, quando a corrente alcançou 95% do 
valor da corrente observada na presença do eletrólito de corrida (-37 µA, 
quando a polaridade negativa está sendo aplicada), (Figura 2.8 (C e D)). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.8. Ilustração do fenômeno de “stacking” no modo de pré-
concentração “on-line” denominada SWMR. 
 
A Figura 2.9A exibe o gráfico da corrente versus tempo sob as 
condições de estudo, onde é possível observar que o aumento da detec-
tabilidade é proporcional ao tempo de introdução da amostra no capilar. 
Portanto, além do tempo de injeção, há um aumento no tempo requerido 
para a corrente alcançar 95% do valor total e para a separação ser inicia-
da.  
A Figura 2.9B mostra o gráfico de altura (H) versus tempo de in-
jeção (tinj) para uma amostra de uísque autêntica. Como pode ser obser-
vado, o sinal máximo foi obtido em 120 segundos de injeção hidrodi-
nâmica (SWMR120), em torno de 50% do volume do capilar. Usando 
um tempo de injeção maior, houve um decréscimo na altura do pico na 
detecção do seringaldeído, devido à diminuição da eficiência, mas a 
altura dos picos dos outros componentes permaneceu constante. 
 
 
 
 
 
 
 34 
Tempo, min
A
1 2 3 4
-35
-30
-25
-20
-15
-10
-5
µ A
a b c d e f
0
10
20
30
40
50
60
70
0 20 40 60 80 100120140160180200
tempo de injeção (s)
al
tu
ra
 
do
 
pi
co
siringaldeído
vanilina
sinapaldeído
coniferaldeído
B
µ Aµ A al
tu
ra
 
do
 
pi
co
al
tu
ra
 
do
 
pi
co
al
tu
ra
 
do
 
pi
co
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.9. Variação do tempo de injeção hidrodinâmica. A – Perfil da 
corrente elétrica durante o procedimento de SWMR. (a = 30; b = 42; c = 
60; d = 90; e = 120; f = 180 segundos). B – Altura do pico versus tempo 
de injeção usando SWMR. Condições experimentais: capilar de sílica 
fundida (Ltot = 48,5 cm; Ldet = 40 cm; D. I. = 75 µm); tensão 25kV (po-
laridade positiva na injeção); temperatura 25 °C; injeção hidrodinâmica 
50 mbar. Eletrólito: 20 mmol L-1 TBS e 10 % MeOH, pH 9,3. 
  
 
A fim de avaliar o desempenho do método SWMR120, dois tipos 
de amostras foram analisadas: uma amostra de uísque suspeita de adul-
teração, com e sem adição dos analitos, e uma solução padrão preparada 
em uma mistura EtOH:água (40:60 v/v). A Figura 2.10 apresenta os 
eletroferogramas obtidos. 
Na Figura 2.10A observa-se que na amostra de uísque suspeita de 
adulteração não foi possível detectar a presença dos analitos estudados. 
A Figura 2.10B mostra os resultados para a adição de 200 µg L-1 dos 
analitos, onde é possível visualizar o formato simétrico dos picos, assim 
como, a boa resolução e sensibilidade do método. A Figura 2.10C mos-
tra a análise da solução composta de 200 µg L-1 das substâncias prepa-
radas em uma mistura EtOH:água. Há um decréscimo na eficiência dos 
picos, quando as substâncias são diluídas em solvente, causada pela 
diferença na composição da matriz. 
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Figura 2.10. Eletroferogramas. (A) Amostra suspeita de adulteração 
sem adição de padrão. (B) Amostra suspeita de adulteração com adição 
dos padrões dos quatro aldeídos fenólicos (200 µg L-1). (C) Amostra 
simulada com EtOH:H2O (40:60, v/v) e adição de padrão (200 µg L-1). 
Identificação dos picos: seringaldeído (1), vanilina (2), sinapaldeído (3) 
e coniferaldeído (4). Condições experimentais, idem Figura 2.6. 
 
A fim de verificar o efeito de matriz, curvas de calibração foram 
construídas pela adição de padrão utilizando as amostras de uísque sus-
peitas de adulteração. Estas curvas foram comparadas com as curvas 
construídas com solvente (EtOH:água, 40:60, v/v). Os coeficientes an-
gulares obtidos foram estatisticamente diferentes. Desse modo, conclu-
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iu-se que a quantificação usando o método SWMR120 deve ser realiza-
da pelo método de adição de padrão devido a efeitos de matriz.  
Com a redução no tempo de injeção hidrodinâmica, uma signifi-
cativa diminuição nos efeitos de matriz foi verificada. O maior tempo de 
injeção utilizado, sem uma apreciável redução na eficiência dos picos, 
foi 42 segundos de injeção hidrodinâmica (SWMR42). As curvas de 
calibração construídas pelo método de adição de padrão aplicadas a 
diferentes amostras e à mistura EtOH:água (40:60, v/v) não apresenta-
ram significativas diferenças, indicando a possibilidade do uso de cali-
bração externa com este método. 
A Figura 2.11 mostra os eletroferogramas obtidos da análise da 
amostra de uísque A3 usando as três diferentes estratégias de pré-
concentração estudadas. Um considerável aumento no sinal pode ser 
observado na ordem dos eletroferogramas obtidos nos métodos NSM, 
SWMR42 e SWMR120, respectivamente. O tempo total para a introdu-
ção da amostra considerando a troca de reservatórios foi 20, 150, 300 
segundos, respectivamente. O tempo de análise aumentou devido ao 
tempo gasto para a inversão da polaridade, que pode ser visualizado no 
registro da corrente elétrica, e através de um degrau na linha de base. A 
marca do FEO (degrau na linha) causado pelo plugue do solvente injeta-
do, diminuiu quando o plugue de amostra foi removido do capilar. Esta 
observação pode ser comprovada pela comparação do sinal apresentado 
pela Figura 2.11A, cujo tempo de injeção foi somente de 9 segundos, 
com os eletroferogramas dos dois outros métodos. Nas injeções hidrodi-
nâmicas de 42 (Figura 2.11B) e 120 segundos (Figura 2.11C), respecti-
vamente, o sinal do FEO foi menor e praticamente constante. 
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Figura 2.11. Eletroferogramas de uma amostra de uísque autêntico ana-
lisado nos três métodos desenvolvidos: (A) NSM, (B) SWMR42, (C) 
SWMR120, nos comprimentos de onda dos compostos estudados: serin-
galdeído (1), vanilina (2), sinapaldeído (3) e coniferaldeído (4). Condi-
ções experimentais: capilar de sílica fundida (Ltot = 48,5 cm; Ldet = 40 
cm; D. I. = 75 µm); tensão 25kV (polaridade positiva na injeção); tem-
peratura 25 °C; injeção hidrodinâmica 50 mbar A: 9 s, B: 42 s; C: 120 s. 
Eletrólito: 20 mmol L-1 TBS e 10 % MeOH, pH 9,3. 
 
 
2.3.3 Figuras de mérito 
 
Os valores de R² foram maiores que 0,99 para NSM e SWMR42. 
Os valores para a precisão dos métodos são expressos em termos do 
desvio padrão relativo (RSD). A repetibilidade foi estabelecida por duas 
preparações de amostra independentes e injeção em triplicata. As varia-
ções para área do pico e tempo de migração foram: NSM 2,1 a 3,3% e 
1,2 a 1,8%; SWMR42 3,4 a 4,5% e 2,8 a 3,6 %; SWMR120 4,2 a 5,7% 
e 4,7 a 5,8%, respectivamente. 
 38 
A razão sinal/ruído (S/N) de 3 e 10 foram consideradas para es-
timar o LD e o LQ, respectivamente. Estes valores foram melhores que 
100 µg L-1 e 330 µg L-1; 22 µg L-1 e 73 µg L-1; 9 µg L-1 e 30 µg L-1 para 
NSM, SWMR42 e SWMR120, respectivamente.  
A Tabela 2.1 apresenta algumas figuras de mérito das curvas de 
calibração externa avaliadas nos métodos NSM e SWMR42. Como as 
amostras não foram quantificadas pelo método SWMR120, os parâme-
tros de validação referentes a este método foram omitidos, pois só pode-
riam ser obtidos pelo método de adição de padrão. 
 
Tabela 2.1. Algumas figuras de mérito dos dois métodos de “stacking” 
utilizados (NSM e SWMR42), na quantificação das amostras. 
NSM 
  a b R² LD* LQ* 
Seringaldeído 6,937 -2,473 0,9994 100 330 
Vanilina 7,886 -1,420 0,9991 30 99 
Sinapaldeído 6,166 -1,152 0,9989 40 132 
Coniferaldeído 7,7378 -1,370 0,9945 50 165 
SWMR42 
  a b R² LD* LQ* 
Seringaldeído 28,168 0,232 0,9992 22 73 
Vanilina 31,228 0,291 0,9980 6 22 
Sinapaldeído 24,596 -0,213 0,9987 9 30 
Coniferaldeído 30,975 0,136 0,9991 11 37 
 * concentração em µg L-1. 
 
2.3.4 Análise das amostras 
 
 Um total de 30 diferentes amostras de uísque foram analisadas, 
sendo 8 amostras autênticas, 21 amostras apreendidas por suspeita de 
falsificação e 1 adquirida no comércio local (amostra A3). Todas as 
amostras foram, inicialmente, analisadas no método NSM, desenvolvido 
neste estudo. As amostras autênticas e a adquirida no comércio local 
apresentaram valores de concentrações dos analitos maiores do que o 
LQ, com exceção da amostra D1, que resultou em um sinal analítico 
menor do que o LQ para o sinapaldeído. 
Das 21 amostras apreendidas, somente quatro tiveram um sinal 
analítico maior do que o LD, todos para vanilina. Estas quatro amostras 
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e a amostra autêntica D1 foram analisadas usando o método SWMR42. 
A Tabela 2.2 apresenta os resultados das amostras analisadas. 
As 17 amostras restantes foram analisadas pelo método SW-
MR120 e apresentaram valores abaixo do LD para as quatro substâncias 
analisadas. 
Embora quatro amostras apreendidas tenham apresentado concen-
trações de vanilina detectáveis, as mesmas diferiram de suas respectivas 
amostras autênticas em relação ao perfil eletroforético e, também, na 
concentração analítica dos outros aldeídos aromáticos, incluindo a vani-
lina. Isto sugere que estas amostras foram adulteradas, uma vez que elas 
são amostras de uísques envelhecidos 12 anos, e espera-se que a concen-
tração destes compostos, após este tempo de maturação, seja alta. Com-
parada às outras amostras de uísques autênticos, a amostra D1 apresen-
tou valores de concentração inferiores para as substâncias estudadas, 
provavelmente, devido ao pouco tempo de envelhecimento (um ano).  
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Tabela 2.2. Concentrações (µg L-1) dos aldeídos fenólicos nas amostras de uísque obtidas pelos métodos desenvolvi-
dos utilizando eletroforese capilar. 
Amostra Origem  Maturação Seringaldeído Vanilina Sinapaldeído Coniferaldeído 
A1a Autêntica  8 anos 1792 ± 39 805 ± 19 354 ± 10 380 ± 12 
A2a Autêntica 8 anos 2171 ± 47 945 ± 23 419 ± 11 401 ± 11 
B1a Autêntica 12 anos 2269 ± 64 1100 ± 34 436 ± 14 394 ± 13 
C1a Autêntica 12 anos 2733 ± 58 1288 ± 38 487 ± 15 465 ± 15 
D1a Autêntica 1 ano 1660 ± 37 651 ± 19 284 ± 8 227 ± 7 
E1a Autêntica 12 anos 4345 ± 143 1997 ± 63 701 ± 22 715 ± 23 
F1a Autêntica 12 anos 4592 ± 147 2249 ± 73 739 ± 23 511 ± 16 
F2a Autêntica 12 anos 3386 ± 112 1596 ± 47 383 ± 11 481 ± 13 
G1a Autêntica 12 anos 2979 ± 91 1413 ± 44 529 ± 18 463 ± 14 
H1a Autêntica desconhecido 22055 ± 551 6996 ± 178 9068 ± 268 8775 ± 255 
A3a Comprada  8 anos 1986 ± 58 795 ± 23 508 ± 16 374 ± 12 
G2b Suspeita  12 anos <LOD 269 ± 12 <LOD <LOD 
C2b Suspeita 12 anos <LOD 280 ± 13 <LOD <LOD 
B2b Suspeita 12 anos <LOD 271 ± 11 <LOD <LOD 
H2b Suspeita desconhecido <LOD 367 ± 16 <LOD <LOD 
F3b Suspeita 12 anos <LOD 450 ± 15 <LOD <LOD 
D1b Autêntica 1 ano 1984 ± 71 802 ± 24 124 ± 5 166 ± 7 
a: quantificadas pelo método NSM. 
b: quantificadas pelo método SWMR42.  
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2.4 Conclusão 
 
Os resultados obtidos demonstraram o potencial da eletroforese 
capilar para a identificação de amostras falsas de uísque, através da 
comparação dos aldeídos fenólicos identificados em amostras de uísques 
autênticos.  
A injeção das amostras pela extremidade mais próxima (“outlet”) 
ao detector mostrou a possibilidade de diferenciação de amostras de 
uísque suspeitas de adulteração das amostras autênticas. Porém, como a 
relação sinal/ruído do coniferaldeído e do sinapaldeído foi inferior a dez, 
a quantificação nas amostras se tornou impossibilitada. A fim de melho-
rar a detectabilidade do método, optou-se então pela injeção das amos-
tras e dos padrões pela extremidade mais afastada do detector (“inlet”), 
aumentando assim o Ldet. 
O procedimento de “stacking” com remoção de matriz mostrou 
ser uma ferramenta poderosa no ganho de detectabilidade do método, 
através dos compostos fenólicos analisados. Usando SWMR, a detecta-
bilidade foi aumentada em cerca de 10 vezes em relação ao modo de 
“stacking” NSM para as quatro substâncias utilizadas neste estudo. En-
tretanto, o uso de tempos de injeção longos acarreta em efeitos de matriz 
e a calibração deve ser feita pelo uso de adição de padrão. O novo méto-
do pode ser utilizado para o estudo de aldeídos fenólicos em amostras de 
uísque. A determinação destes compostos em amostras de uísque pode 
ser empregada para o estudo dos processos envolvidos na produção de 
uísque, para verificar a qualidade e a autenticidade da bebida. Novos 
estudos devem ser realizados para verificar a relação entre o teor de 
aldeídos fenólicos e o tempo de envelhecimento da bebida. 
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Capítulo III 
Análise de frutose, glicose e sacarose em amostras de uísque utili-
zando eletroforese capilar 
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3.1 Introdução 
 
Os carboidratos estão entre os compostos mais abundantes 
encontrados na natureza, tendo um papel importante do ponto de vista 
nutricional, uma vez que são fontes de energia e vitalidade [1,2]. No 
entanto, os açúcares são comumente utilizados como aditivos alimenta-
res [3]. 
A análise de açúcares é muito importante para a indústria ali-
mentícia, pois eles contribuem para as propriedades organolépticas e 
para o paladar dos alimentos e bebidas [1].  
Em se tratando da fabricação de bebidas envelhecidas em barris 
de madeira, a presença de monossacarídeos como frutose e glicose, pode 
estar relacionada ao tipo de madeira utilizada na confecção dos barris 
[4,5]. 
O uísque, assim como o conhaque e o vinho, é tradicionalmente 
envelhecido em barris de carvalho. Durante a sua maturação muitos 
compostos fenólicos são incorporados à bebida modificando suas pro-
priedades organolépticas, como a cor, que com o passar dos anos se 
torna bastante intensa [6-9].  
Com o intuito de imitar a coloração castanho escuro dos uísques 
envelhecidos, os falsificadores de bebidas comumente adicionam coran-
te caramelo às suas adulterações [10]. Assim sendo, o monitoramento do 
teor de açúcares é um importante parâmetro no controle de qualidade de 
alimentos e bebidas, pois através da sua análise é possível avaliar o grau 
de maturidade, a autenticidade e uma possível modificação microbioló-
gica dos produtos durante o seu armazenamento [11]. 
Várias técnicas de análise de açúcares já foram desenvolvidas, 
entre elas podem ser citadas a espectroscopia de infra-vermelho [12], a 
cromatografia a gás [13], a cromatografia de troca iônica [14]; mas, uma 
vez que, os açúcares são compostos não-voláteis, a técnica de análise 
comumente utilizada é a cromatografia líquida de alta eficiência (CLA-
E) com detectores de índice de refração [15], de arranjo de diodos [16] e 
amperométricos [17]. A eletroforese capilar também é utilizada na análi-
se de açúcares e entre os métodos desenvolvidos a partir desta técnica, 
se pode citar o trabalho de Liping He e colaboradores que realizaram a 
separação de sacarídeos derivatizados com ácido 2-aminobenzóico por 
EC e compararam as suas estruturas por ressonância magnética nuclear 
[18].  
Devem ser considerados dois fatores antes do desenvolvimento 
de um método eletroforético para determinação de açúcares: 1) com a 
exceção de alguns mono e oligossacarídeos que são naturalmente carre-
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gados, a maioria dos carboidratos não é facilmente ionizável, o que im-
pede a sua migração e, conseqüente, separação em eletroforese em valo-
res baixos de pH; 2) a maioria das espécies de carboidratos apresenta 
baixa absortividade molar na região do UV/Vis, uma característica que 
impede a sua sensível detecção por técnicas analíticas que utilizam este 
tipo de detector [3,19,20].  
Entre as metodologias relacionadas à análise de carboidratos, vá-
rias utilizam derivatização das amostras antes da análise [18, 21-23]. 
Embora estes métodos melhorem a detectabilidade, a complexidade da 
derivatização limita o seu uso. 
Como alternativa, métodos para a determinação de açúcares sem 
derivatização foram desenvolvidos. Estes métodos incluem o uso de 
eletrólitos em meio fortemente básico para ionizar os carboidratos e 
torná-los adequados para a detecção UV indireta, por exemplo, Soga e 
colaboradores utilizaram como eletrólito de corrida ácido 2,6-
piridinodicarboxílico (como cromóforo) com brometo de cetiltrimetila-
mônio (como inversor do FEO), em pH 12,1 (ajustado com hidróxido de 
sódio) em duas análises: a primeira, na determinação de carboidratos em 
alimentos [19] e a segunda, na determinação de monossacarídeos em 
glicoproteínas [24]. Em outro trabalho, Zeman et al. separou e quantifi-
cou açúcares em refrigerantes, utilizando sorbato de potássio, brometo 
de hexadimetrina, em pH 12,1, também ajustado com hidróxido de sódio 
[25]. 
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de 
um método rápido e eficiente para a determinação de açúcares, sem a 
necessidade de derivatização, a fim de diferenciar amostras de uísques 
autênticos de amostras apreendidas por suspeita de serem falsificadas. 
 
3.2 Procedimento Experimental 
 
3.2.1 Instrumentação 
 
Todos os experimentos foram realizados em um equipamento de 
eletroforese capilar modelo P/ACETM MDQ da marca Beckman Coulter 
(Fullerton, CA, USA) equipado com um detector de arranjo de diodos 
ajustado em 254 nm (detecção indireta). 
As medidas foram feitas a 30 °C em um capilar de sílica fundida 
(40 cm × 50 µm D. I. × 375 µm D. E.) adquirido da Polymicro (Phoe-
nix, AZ, E.U.A.). O capilar foi condicionado com o eletrólito de corrida 
durante 1 minuto entre as análises.  
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As soluções padrão e as amostras foram introduzidas pela extre-
midade mais afastada do detector (“inlet”) e injetadas hidrodinamica-
mente sob pressão de 0,5 psi. 
A tensão de separação aplicada foi 30 kV, com polaridade nega-
tiva. A aquisição e tratamento dos dados foram realizados com o pro-
grama Karat. 
 
3.2.2 Reagentes e soluções 
 
Todos os reagentes utilizados nos experimentos são de grau analí-
tico. Hidróxido de sódio e o padrão de glicose foram obtidos da Merck 
(Rio de Janeiro, Brasil). Ácido sórbico,  brometo de cetiltrimetilamônio 
(CTAB) e os padrões de frutose e sacarose foram adquiridos da Sigma 
Aldrich (São Paulo, Brasil). 
Água desionizada (Milli-Q deionizer, Millipore, Bedford, MA, 
E.U.A.) foi utilizada no preparo das soluções. Uma solução padrão esto-
que (10 mg L−1) dos açúcares foi preparada em água desionizada para 
construção das curvas de calibração.  
 
3.2.3 Amostras 
 
3.2.3.1 Aquisição das amostras  
 
Das 30 amostras analisadas, 29 foram gentilmente cedidas pela 
Polícia Técnico-Científica do Estado de São Paulo e uma foi adquirida 
no comércio local. Porém, como esta etapa do estudo foi realizada um 
ano após a aquisição das 30 amostras iniciais, somente 27 se apresenta-
va em condições de análise, pois as outras 03 encontravam-se visual-
mente degradadas. 
 
3.2.3.2 Preparo das amostras 
 
As amostras de uísque autênticas foram injetadas diretamente no 
equipamento de EC. Enquanto que as amostras suspeitas de adulteração 
foram diluídas com água, conforme a necessidade, antes da injeção. 
 
3.3 Resultados e Discussão 
 
3.3.1 Composição do eletrólito de corrida 
A determinação de carboidratos não-derivatizados em pH mo-
derado é difícil de ser realizada, pois nestas condições estes não 
possuem mobilidade eletroforética suficientemente elevada para a sepa-
 48 
possuem mobilidade eletroforética suficientemente elevada para a sepa-
ração. Uma vez que o pKa dos açúcares varia entre 12,03 e 12,51 [24], 
foi necessário um meio fortemente básico para que os analitos ficassem 
ionizados negativamente. Então, escolheu-se hidróxido de sódio como 
um dos componentes do eletrólito e as concentrações avaliadas foram de 
25 a 45 mmol L-1. A concentração que garantiu tempos de análise mais 
curtos (em torno de 4 min) e picos com maior eficiência foi a de 35 
mmol L-1, pH 12,62. Neste pH, a mobilidade eletroforética e, como 
conseqüência, a velocidade de separação mostraram-se elevadas. 
A fim de minimizar a característica de baixa detectabilidade do 
método a detecção dos analitos de interesse foi realizada no modo indi-
reto, pela escolha de um co-íon cromóforo adequado para a composição 
do eletrólito, ácido sórbico na concentração de 10 mmol L-1. Este com-
posto satisfaz condições importantes, como o fato de sua mobilidade ser 
bem próxima a dos analitos e possuir um coeficiente de absortividade 
molar elevado no comprimento de onda de 254 nm, valor amplamente 
encontrado em detectores espectrofotométricos de comprimento de onda 
único. Outra vantagem apresentada pelo sorbato é o fato de possuir ape-
nas uma carga negativa. Isto permite que a razão de transferência seja de 
1:1, ou seja, uma molécula do analito desloca uma molécula do eletróli-
to de corrida, garantindo a detecção dos açúcares com uma sensibilidade 
analítica satisfatória. 
No pH de trabalho a mobilidade do fluxo normal é muito alta e a 
diferença de mobilidade dos analitos é pequena o que implica numa 
baixa resolução quando esse modo de operação é utilizado. Uma alterna-
tiva é a utilização do fluxo eletrosmótico invertido. Como o fluxo inver-
tido tem uma mobilidade menor que o fluxo normal uma melhor separa-
ção é alcançada, assim optou-se por utilizar o modo de operação co-
eletrosmótico. Na separação de analitos aniônicos pelo modo co-
eletrosmótico deve-se considerar um requisito importante, a inversão do 
fluxo eletrosmótico, obtida pela inversão da polaridade de separação, 
assim como, com o uso de sais quaternários de amônio, como brometo 
de tetradeciltrimetilamônio (TTAB) ou brometo de cetiltrimetilamônio 
(CTAB). Estes surfactantes invertem o fluxo eletrosmótico através da 
formação de uma camada carregada positivamente junto à parede do 
capilar, enquanto que o seio da solução fica carregado negativamente. 
Neste trabalho, optou-se pelo CTAB para reverter o fluxo eletrosmótico 
e ele foi adicionado ao eletrólito de corrida na concentração final de 
0,125 mmol L-1. 
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3.3.2 Parâmetros instrumentais 
 
O desenvolvimento do método foi realizado através de um plane-
jamento fatorial de dois níveis e três variáveis. As variáveis estudadas 
foram os parâmetros instrumentais de temperatura do cartucho, tempo 
de injeção e voltagem de separação, como mostra a Tabela 3.1.  
 
Tabela 3.1. Variáveis analisadas no planejamento dos experimentos. 
Variável Nível (-) Nível (+) 
Tempo de injeção (s) 3 7 
Temperatura do cartucho (° C) 20 30 
Voltagem (kV) 20 30 
 
Para determinar qual a melhor combinação das variáveis, mon-
tou-se uma expressão como resposta (Equação 3.1), observando-se a 
eficiência (N) dos picos e o tempo de migração (tm) dos analitos. 
                             
  
 A eficiência foi mensurada pelo número de pratos (Equação 3.2), 
onde wb representa a largura dos picos. 
( )2.316
2
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w
tN m  
 Após a análise dos oito ensaios gerados pelas combinações das 
variáveis nos dois níveis, concluiu-se que a melhor condição era a com-
binação gerada pelo sexto ensaio: tempo de injeção de 3 s, temperatura 
30 °C e voltagem de 30 kV, pois estas condições resultaram na melhor 
resposta, como apresenta a Tabela 3.2. Além disso, comparando-se os 
eletroferogramas dos experimentos, qualitativamente, estas condições 
também seriam escolhidas, uma vez que, elas promoveram o eletrofero-
grama melhor resolvido num menor tempo de análise.  
 
Tabela 3.2. Resultados de N para os ensaios realizados e a respectiva 
resposta para cada analito. 
Frutose Glicose Sacarose 
N tm Resposta N tm Resposta N tm Resposta 
34472.11 5.57 6188.89 14256.36 5.97 2388.00 40343.59 7.03 5738.78 
28714.84 4.66 6161.98 17635.84 4.98 3541.33 20808.06 5.77 3606.25 
16256.25 5.10 3187.50 8885.11 5.42 1639.32 17147.21 6.22 2756.79 
10572.68 4.37 2419.38 10631.90 4.64 2291.36 11025.00 5.25 2100.00 
1049.13 3.32 316.00 7788.06 3.53 2206.25 32080.79 4.03 7960.49 
15597.23 2.81 5550.62 14304.16 2.99 4784.00 28392.25 3.37 8425.00 
12618.78 3.37 3744.44 7056.00 3.57 1976.47 6593.44 4.06 1624.00 
9152.11 2.87 3188.89 7544.16 3.04 2481.63 5776.00 3.42 1688.89 
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3.3.3 Condições analíticas do método 
 
O co-íon cromóforo escolhido para a detecção indireta dos carboi-
dratos foi o sorbato, cuja absortividade máxima é observada em 254 nm 
[24], valor que mostrou uma sensibilidade adequada no que diz respeito à 
área e a altura do pico e, também, à razão sinal-ruído, como mostra o eletro-
ferograma de uma mistura padrão (300 mg L-1) dos açúcares frutose, glicose 
e sacarose, (Figura 3.1). 
As três curvas de calibração mostraram boa linearidade na faixa de 
50 a 500 mg L-1. Os pontos da curva de calibração, assim como as amostras 
foram repetidos duas vezes. As curvas de calibração indicaram boa correla-
ção entre a área dos picos e a concentração dos açúcares e os coeficientes de 
determinação foram superiores a 0,9910 para os três analitos, (Tabela 3.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1. Eletroferograma de uma mistura padrão consistindo de frutose 
(1), glicose (2) e sacarose (3). Condições experimentais: capilar de sílica 
fundida (Ltot = 40 cm; Ldet = 30 cm; D. I. = 50 µm); tensão 30 kV (polarida-
de negativa); temperatura 30 °C; injeção hidrodinâmica 0,5 psi/3 s. Eletróli-
to: 35 mmol L-1 NaOH, 10 mmol L-1 ácido sórbico e 0,125 mmol L-1 CTAB, 
pH 12,62. 
 
A ordem de migração dos açúcares está de acordo com os seus valo-
res de pKa, com o dissacarídeo exibindo uma mobilidade eletroforética 
menor que os monossacarídeos.  
 
Tabela 3.3. Características analíticas do método de determinação de açúca-
res. Condições experimentais, conforme descrito na Figura 3.1. 
Analito R² LD* LQ* 
Frutose 0,9986 25,85 86,17 
Glicose 0,9910 68,42 228,06 
Sacarose  0,9934 53,84 179,47 
  *mg L-1 
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3.3.4 Análise das amostras 
 
Com o método desenvolvido, partiu-se para a determinação quan-
titativa dos açúcares nas amostras de uísques, com o objetivo de distin-
guir uísques falsos de autênticos.  
Como citado anteriormente, neste trabalho as amostras não foram 
derivatizadas e não passaram por nenhum pré-tratamento, a não ser al-
gumas amostras suspeitas de uísques 12 anos que necessitaram ser dilu-
ídas dez vezes antes da injeção. 
A Figura 3.2 compara o eletroferograma de um uísque autêntico 
envelhecido 12 anos (Figura 3.2 B) com o eletroferograma gerado por 
uma amostra de uísque 12 anos suspeita (Figura 3.2 A). Na figura, per-
cebe-se claramente uma diferença qualitativa entre as amostras devido à 
presença do pico de sacarose (3) na amostra suspeita. Esse perfil foi 
apresentado por todas as amostras de uísques 12 anos apreendidas e por 
uma amostra de uísque 8 anos adquirida no comércio local. 
Os dados apresentados na Tabela 3.4 mostram que tanto nos uís-
ques 8 anos autênticos quanto nas respectivas amostras suspeitas, a saca-
rose se encontra abaixo do limite de detecção do método. No entanto, 
nos uísques 12 anos suspeitos a quantidade encontrada deste açúcar é 
muito superior. Estes dados levam a crer que estas amostras suspeitas 
são realmente fruto de falsificações, pois é notório que uísques envelhe-
cidos 12 anos possuem uma forte cor castanha escuro, o que corrobora a 
informação de que os fraudadores adicionam corante caramelo as suas 
adulterações. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2. Eletroferogramas da análise de açúcares em amostras de 
uísques 12 anos. A: uísque apreendido por suspeita de falsificação. B: 
uísque autêntico. Identificação dos picos: frutose (1), glicose (2) e saca-
rose (3). Condições experimentais, conforme descrito na Figura 3.1. 
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Tabela 3.4. Faixa de concentração (mg L-1) de sacarose, obtida pelo 
método proposto por eletroforese capilar. Condições exerimentais, con-
forme descrito na Figura 3.1.  
Amostra Concentração Origem Maturação 
C2 5976,28 ± 267,82 Suspeita 12 anos 
G2 5128,28 ± 370,62 Suspeita 12 anos 
B2 1796,10 ± 87,41 Suspeita 12 anos 
F3 3219,16 ± 280,41 Suspeita 12 anos 
H2 3670,11 ± 481,80 Suspeita desconhecido 
A3 127,49 ± 7,76 Comprada 8 anos 
F4 < LD Suspeita 8 anos 
F5 < LD Suspeita 8 anos 
C1 < LD Autêntica 12 anos 
G1 < LD Autêntica 12 anos 
B1 < LD Autêntica 12 anos 
A1 < LD Autêntica 8 anos 
A2 < LD Autêntica 8 anos 
F1 < LD Autêntica 12 anos 
F2 < LD Autêntica 12 anos 
B3 < LD Suspeita 12 anos 
A4 < LD Suspeita 8 ano 
A5 < LD Suspeita 8 ano 
A6 < LD Suspeita 8 ano 
A7 < LD Suspeita 8 ano 
R1 < LD Suspeita 1 ano 
J1 < LD Suspeita 8 anos 
L1 < LD Suspeita 8 anos 
E1 < LD Suspeita 12 anos 
E2 < LD Suspeita 12 anos 
N1 < LD Suspeita 1 ano 
N2 < LD Suspeita 1 ano 
 
A Figura 3.3 apresenta um gráfico expondo o teor de frutose e 
glicose encontrado nas amostras de uísques 8 anos. Nela é possível ob-
servar que tanto as amostras autênticas quanto as suspeitas apresentaram 
certa quantidade dos dois analitos. Sendo assim, por estes dados não se 
pode diferenciar um uísques autêntico de um falsificado, uma vez que é 
normal se detectar estes açúcares em bebidas que passam por etapas de 
 53 
-100
0
100
200
300
400
500
A1 A2 A4 A5 A6 A7 A3 R1 J1 L1 E1 E2 F4 F5
m
g
L-
1
Frutose + Glicose Frutose Glicose
m
g
L-
1
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
8000
9000
C G B F H
whisky apreendido whisky autêntico
m
g
L-
1
m
g
L-
1
fermentação e envelhecimento em barris de madeira durante o processo 
de fabricação. 
Figura 3.3. Gráfico da concentração de frutose e glicose versus amos-
tras de uísques 8 anos autênticas e suspeitas. Condições experimentais, 
conforme descrito na Figura 3.1. 
 
 O resultado da análise das amostras de uísques 12 anos se mos-
trou diferente daquele obtido para as amostras envelhecidas 8 anos, em 
relação à frutose e a glicose. Como pode ser observado na Figura 3.4, as 
amostras autênticas apresentam as concentrações destes açúcares prati-
camente no mesmo nível encontrado nos uísques 8 anos. Porém, as a-
mostras suspeitas possuem os analitos em concentrações muito mais 
elevadas, o que pode ser um indicativo de falsificação através da adição 
de sacarose, que por sua vez sofre hidrólise, liberando frutose e glicose 
na bebida. 
Figura 3.4. Gráfico da concentração de açúcar total (frutose + glicose) 
versus amostras de uísques 12 anos autênticas e suspeitas. Condições 
experimentais, conforme descrito na Figura 3.1. 
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3.4 Conclusão 
 
O método desenvolvido por eletroforese capilar no modo co-
eletrosmótico demonstrou ser rápido e eficiente para a análise de mono e 
dissacarídeos não-derivatizados, com um mínimo preparo de amostra, 
apenas diluição, quando necessário. A análise quantitativa dos três açú-
cares foi realizada em um tempo de análise total inferior a 5 min. No 
entanto, somente esta análise não garante a diferenciação de uísques 
autênticos de amostras suspeitas; porém, o método pode ser utilizado 
para atestar a autenticidade de uísques envelhecidos 12 anos no que se 
refere à presença de sacarose. 
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Capítulo IV 
 
Verificação da autenticidade de amostras de uísque através da deter-
minação dos ácidos acético, fórmico, láctico e glicólico utilizando 
 eletroforese capilar  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 59 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 60 
4.1 Introdução 
 
A análise de ácidos orgânicos em bebidas alcoólicas é de suma 
importância no controle de qualidade destes produtos, pois esta classe de 
compostos químicos é uma das responsáveis pela obtenção das proprie-
dades organolépticas que a bebida adquire durante o seu processo de 
fabricação [1-3].  
O uísque, assim como outras bebidas, passa pelo estágio de fer-
mentação durante a sua fabricação e neste período ácidos como succíni-
co, láctico e acético são formados [4]. O monitoramento destes compos-
tos permite acompanhar se a bebida foi manufaturada adequadamente e, 
também, possibilita o controle de bebidas suspeitas de adulteração ou 
falsificação [4]. 
Os métodos cromatográficos, tais como cromatografia gasosa 
(CG) [5,6], cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) [7] e croma-
tografia de troca iônica [8], normalmente, são os mais utilizados na aná-
lise destas substâncias. Embora estes métodos mostrem-se precisos e 
eficazes, eles possuem algumas características não muito desejáveis, tais 
como o uso de grandes quantidades de eluentes e a necessidade de pré-
tratamento das amostras, como a derivatização, que aumentam o tempo 
total de análise [9]. 
Atualmente, a eletroforese capilar (CE) tem se mostrado uma al-
ternativa atraente como ferramenta analítica, tendo em vista a alta efici-
ência na separação, o baixo custo de análise, rapidez na aquisição e 
tratamento dos dados sem a necessidade de pré-tratamento das amostras 
com pouca geração de resíduos [9]. 
Embora o uso de métodos eletroforéticos com detecção direta 
[10,11] seja utilizado na análise de ácidos alifáticos, estes métodos não 
são os mais empregados, tendo em vista que nem todos os equipamentos 
disponíveis no mercado possuem detectores que absorvem na região 
inferior a 200 nm [12]. Sendo assim, o mais comum é analisá-los pelo 
modo indireto [13,14]. 
Porém, neste tipo de análise, um cuidado especial é necessário na 
escolha dos constituintes do eletrólito, pois ele deverá conter um co-íon 
cromóforo que absorva na região do UV. Estes ácidos, geralmente, mi-
gram como ânions, mas para que sejam analisados no modo co-
eletrosmótico é preciso adicionar um inversor do fluxo eletrosmótico ao 
eletrólito, logo este componente também deve ser escolhido cuidadosa-
mente [15]. Alguns pesquisadores já desenvolveram métodos eletroforé-
ticos usando a combinação de sais quaternários de amônio e substâncias 
cromóforas para análise de ácidos alifáticos, entre eles Peres et al. [12]. 
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Sendo assim, este estudo propõe um método rápido e eficiente 
para a identificação e quantificação de ácidos orgânicos alifáticos em 
amostras de uísque através da utilização de “softwares” como Simul e 
Peakmaster que constroem curvas de mobilidade em função do pH e 
simulam a melhor composição do eletrólito de corrida, entre outros pa-
râmetros analíticos, respectivamente. Em outra etapa, propõe o agrupa-
mento dos dados obtidos, através de tratamentos estatísticos, visando a 
diferenciação das amostras autênticas das apreendidas, pois com base 
em resultados de análise estatística, pode-se conseguir correlacionar 
semelhanças e diferenças existentes entre bebidas, no que se refere à 
misturas, origem, processos de fabricação, entre outros parâmetros 
[16,17].  
Existe uma diversidade de métodos estatísticos incluindo análise 
univariada e multivariada, bem como modelos não-lineares que são 
muito úteis para explorar estes dados [16,17]. 
Entre os métodos de análise multivariada, tais como análise de 
agrupamento, análise linear discriminante e análise de componentes 
principais (PCA), este último foi o escolhido para o escopo deste traba-
lho. O PCA é um método de reconhecimento de padrões que reduz a 
dimensionalidade da matriz original dos dados, mantendo a máxima 
quantidade de variáveis, assim como o reconhecimento da estrutura dos 
dados [16,17]. 
 
4.2 Procedimento experimental 
 
4.2.1 Instrumentação 
 
Todos os experimentos foram realizados em um equipamento de 
eletroforese capilar modelo P/ACETM MDQ da marca Beckman Coulter 
(Fullerton, CA, USA) equipado com um detector de arranjo de diodos 
ajustado em 254 nm (detecção indireta). 
As medidas foram feitas a 30 °C em um capilar de sílica fundida 
(60 cm × 50 µm D. I. × 375 µm D. E.) adquirido da Polymicro (Phoe-
nix, AZ, USA).  O capilar foi lavado com o eletrólito de corrida por 1 
min entre as análises.  
As soluções padrão e as amostras foram introduzidas pela extre-
midade mais afastada do detector (inlet) e injetadas hidrodinamicamente 
sob a pressão de 0,5 psi. 
A voltagem para a separação aplicada foi 20 kV, com polaridade 
negativa no lado da injeção. 
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A aquisição e tratamento dos dados foram realizados com o pro-
grama Karat. 
 
4.2.2 Reagentes e soluções 
 
Todos os reagentes utilizados nos experimentos são de grau analí-
tico. Ácido 3,5-dinitrobenzóico (DNB) e o padrão de formiato de sódio 
foram obtidos da Merck (Rio de Janeiro, Brasil), trishidroximetilami-
nometano (TRIS) foi adquirido da Fluka (São Paulo, Brasil). Brometo 
de cetiltrimetilamônio (CTAB) e os padrões dos ácidos láctico e glicóli-
co foram obtidos da Sigma Aldrich (São Paulo, Brasil). O padrão de 
acetato de sódio foi adquirido da Carlo Erba (São Paulo, Brasil). Água 
deionizada (Milli-Q deionizer, Millipore, Bedford, MA, U.S.A.) foi 
utilizada no preparo das soluções. Uma solução padrão estoque de cada 
ácido (20 mmol L−1) foi utilizada na identificação dos compostos nas 
amostras de uísque e na construção das curvas de calibração.  
 
4.2.3 Amostras 
 
Das 30 amostras analisadas, 29 foram gentilmente cedidas pela 
Polícia Técnico-Científica do Estado de São Paulo e uma foi adquirida 
no comércio local. As amostras de uísque foram diluídas duas vezes 
com água deionizada antes da injeção no equipamento de EC. 
 
4.3 Resultados e discussão 
 
4.3.1 Identificação dos analitos 
 
Os ácidos orgânicos são conhecidos por serem indicadores impor-
tantes de uma grande variedade de processos de fermentações, contribu-
indo assim, para o sabor e a estabilidade física de bebidas alcoólicas, 
como os vinhos [18]. 
Na literatura, tem-se reportado várias metodologias analíticas pa-
ra identificação e quantificação de ácidos alifáticos em bebidas alcoóli-
cas. A Tabela 1 apresenta uma revisão dos analitos em questão analisa-
dos por vários métodos de separação. 
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Tabela 4.1. Determinação de ácidos alifáticos em bebidas por diversas técnicas analíticas. 
Ácidos Bebida Técnica de Separação Referência 
Acético vinho do Porto branco/tinto, CZE com detecção indireta, [3], [11], [12], [14] 
 
vinho tinto/branco CZE com detecção direta  
Butírico vinho tinto/branco CZE com detecção direta [21] 
Cítrico cerveja, uísque, cognac, HPLC, CG-MS, [6], [11], [14], [19] 
 
vinho tinto/branco CZE com detecção direta  
Fórmico brandy, vinho tinto/branco Isotacoforese Capilar, [16], [21] 
 
 CZE com detecção direta  
Fumárico cerveja, uísque, cognac, CZE com detecção direta, CG-MS [6], [11], [20] 
 
vinho tinto/branco   
Glutárico uísque, cognac CG-MS [6] 
Glicólico uísque, cognac CG-MS [6] 
Glutâmico uísque, cognac CG-MS [6] 
Láctico cerveja, uísque, cognac, vinho tinto/branco, HPLC, CG-MS, CZE com detecção indireta, [3], [6], [11], [12], [14], 
[16] 
 
vinho do Porto branco/tinto CZE com detecção direta  
Malêico brandy, vinho tinto/branco Isotacoforese Capilar, [16], [21] 
 
 CZE com detecção direta  
Málico cerveja, uísque, cognac, vinho tinto/branco HPLC, CG-MS, CZE com detecção indireta, [3], [6], [11], [12], [14], 
[16] 
 
vinho do Porto branco/tinto CZE com detecção direta  
Malônico Brandy Isotacoforese Capilar [16] 
Oxálico cerveja, vinho tinto/branco HPLC, CG-MS, CZE com detecção direta [3], [6], [12], [19] 
Pirúvico uísque, cognac CG-MS [6] 
Succínico uísque, cognac, vinho tinto/branco CG-MS, CZE com detecção indireta [3], [6], [12], [14] 
 
vinho do Porto branco/tinto   
Tartárico uísque, cognac, vinho tinto/branco CG-MS, CZE com detecção indireta [3], [6], [12], [14] 
 
vinho do Porto branco/tinto   
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4.3.2 Desenvolvimento do eletrólito de corrida 
 
Estes ácidos apresentam valores de pKa similares entre si, assim, 
dependendo do pH do meio em que se encontram, eles podem estar 
completamente ou parcialmente ionizados, podendo ser detectados como 
ânions.  
Para a elaboração de um eletrólito de corrida adequado para a se-
paração dos dezesseis ácidos alifáticos listados, foram construídas cur-
vas de mobilidade efetiva em função do pH para cada um deles (Figura 
4.1), através de dados de mobilidade iônica e pKa obtidos da literatura 
[22].  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.1. Curvas de mobilidade versus pH. 
 
Na Figura 4.1 mostra-se a faixa de pH (3 a 4) mais indicada para 
obter uma separação efetiva dos ácidos, escolhida tendo em vista pro-
blemas de co-migração entre alguns deles em valores inferiores e supe-
riores a esta faixa. Porém, neste intervalo as mobilidades dos analitos 
são relativamente baixas.  
Sendo assim, optou-se por analisá-los no modo co-eletrosmótico 
para que a mobilidade dos analitos e do fluxo eletrosmótico fossem 
somadas e, assim, diminuísse o tempo total de análise. Na separação de 
analitos aniônicos pelo modo co-eletrosmótico deve-se considerar um 
requisito importante, a inversão do fluxo eletrosmótico, obtida com o 
uso de sais quaternários de amônio, por exemplo. Neste trabalho, optou-
se pelo CTAB para reverter o fluxo eletrosmótico e ele foi adicionado ao 
eletrólito de corrida na concentração final de 0,2 mmol L-1. 
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Uma vez que entre os analitos estudados apenas alguns absorvem 
radiação UV acima de 200 nm, optou-se por analisá-los via detecção 
indireta. Nesta etapa da escolha do componente cromóforo do eletrólito, 
dois fatores devem ser considerados relevantes: a mobilidade e a absor-
tividade molar do co-íon. Peres et al. relataram o uso do ácido 3,5-
dinitrobenzóico como co-íon, pois nas condições do eletrólito, a sua 
mobilidade é bem próxima a dos analitos, o que diminui fenômenos de 
dispersão por eletromigração, pois picos mais simétricos são obtidos 
quando as mobilidades do co-íon e dos analitos são bastante similares, 
também, o fato deste composto possuir um λmáx. em 254 nm garante a 
detecção indireta dos ânions com uma boa sensibilidade analítica.  
Para ajustar o pH do eletrólito de corrida foi escolhida como con-
tra-íon a base trishidroximetilaminometano, pois este composto possui 
algumas características apreciáveis, como ser um padrão primário, pos-
sibilitar que o eletrólito de corrida seja preparado por massa, uma vez 
que, o ácido 3,5-dinitrobenzóico também é sólido. Desta forma, o eletró-
lito otimizado, mediante construção de curvas de mobilidade efetiva 
versus pH, foi constituído por 8,5 mmol L-1 de trishidroximetilaminome-
tano, 10 mmol L-1 de ácido 3,5-dinitrobenzóico e 0,2 mmol L-1 de bro-
meto de cetiltrimetilamônio, pH 3,63.  
Após o desenvolvimento do eletrólito de corrida, utilizou-se o 
“software” de simulação Peakmaster para verificar se a separação dos 
dezesseis ácidos ocorreria efetivamente. A Figura 4.2 mostra um eletro-
ferograma teórico obtido no simulador. 
Depois de avaliada a performance do método fêz-se um scree-
ning com as trinta amostras de uísque e pela comparação entre os seus 
eletroferogramas e o simulado, constatou-se que estas amostras conti-
nham apenas os ácidos fórmico, acético, láctico e glicólico, como pode 
ser observado na Figura 4.3, na qual é apresentado um eletroferograma 
de uma amostra autêntica de uísque 12 anos. 
A identificação dos ácidos foi baseada nos tempos de migração e, 
posteriormente, confirmada pela adição de padrões analíticos dos mes-
mos às amostras. Porém, estes experimentos foram realizados somente 
após o uso do simulador, o que mostra uma vantagem na utilização des-
tes “softwares”, pois eles permitem visualizar e otimizar diversos tipos 
de separações sem o uso de amostras, reagentes e padrões e, também, 
sem desperdício de tempo por parte do analista. 
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Figura 4.2. Eletroferograma simulado dos ácidos alifáticos identificados 
em bebidas alcoólicas, nas condições otimizadas. Ácidos: 1) oxálico, 2) 
malêico, 3) pirúvico, 4) malônico, 5) tartárico, 6) fumárico, 7) fórmico, 
8) cítrico, 9) málico, 10) glicólico, 11) láctico, 12) succínico, 13) glutá-
rico, 14) glutâmico, 15) acético, 16) butírico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.3. Eletroferograma experimental de uma amostra de uísque 12 
anos autêntico. Identificação dos ácidos: 1) fórmico, 2) glicólico, 3) 
láctico, 4) acético. Condições experimentais: capilar com 60 cm de com-
primento total (50 cm até o detector) e 50 µm de D. I.; eletrólito constiu-
ído de 8,5 mmol L-1 TRIS, 10 mmol L-1 DNB, 0,2 mmol L-1 CTAB; 
detecção indireta em 254 nm; tensão de 20 kV (polaridade negativa). 
 
 
 
 
 67 
4.3.3 Características analíticas do método 
 
Baseando-se no screening das 30 amostras de uísque, os ácidos 
alifáticos quantificados foram o fórmico, glicólico, láctico e acético.  
Para confirmar a hipótese de que bebidas que passam pelo processo de 
fabricação adequado possuem concentrações elevadas destes ácidos, 
foram feitas curvas de calibração com soluções padrão dos ácidos em 
questão, cujos parâmetros de validação estudados são mostrados na 
Tabela 4.2. 
As curvas de calibração para os quatro ácidos determinados mos-
traram bom coeficiente de determinação na faixa estudada. Os pontos da 
curva de calibração, assim como as amostras foram repetidos duas ve-
zes. As curvas de calibração indicaram boa correlação entre a área dos 
picos e a concentração dos ácidos e os coeficientes de determinação 
foram superiores a 0,9900 para os quatro analitos. 
 
Tabela 4.2. Figuras de mérito das curvas de calibração dos ácidos. Con-
dições analíticas conforme Figura 4.3. 
Ácido Faixa Linear* R² LOD* LOQ* 
Acético 10,0 – 202,5 0,9993 12,5 41,7 
Láctico 0,90 – 17,50 0,9900 2,61 8,69 
Glicólico 1,33 – 6,50 0,9916 0,68 2,25 
Fórmico 1,20 – 24,50 0,9979 1,39 4,64 
    *mg L-1 
 
4.3.4 Análise das amostras 
 
Entre as amostras de uísque analisadas, as dez amostras autênti-
cas mais a adquirida no comércio mostraram um perfil eletroforético 
semelhante, ou seja, apresentando os compostos que eram esperados de 
ser encontrados em um uísque que passou por um processo de fabrica-
ção adequado. 
No entanto, as amostras apreendidas por suspeita de falsificação 
apresentaram perfis diversos entre si, além de divergirem dos autênticos. 
Por exemplo, as amostras de uísque 12 anos possuem alguns compostos 
não identificados que os seus respectivos autênticos não possuem, en-
quanto que o teor de ácido acético encontrado nestas amostras foi muito 
inferior as das amostras originais (Figura 4.4). Por outro lado, a compa-
ração das amostras de uísque oito anos com as suas respectivas originais 
mostram, como única semelhança, a presença dos ácidos fórmico e acé-
tico, mas numa concentração bem inferior (Figura 4.5). 
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Figura 4.4. Comparação entre o eletroferograma do ponto da curva de cali-
bração (A) correspondente às concentrações 19,71 mg L-1 para o ác. fórmico 
(1), 5,30 mg L-1 para o ác. glicólico (2), 13,93 mg L-1 para o ác. láctico (3) e 
162,00 mg L-1 para o ác. acético (4) e os de amostras de uísque doze anos, 
da mesma marca, porém (B) apreendido por suspeita de falsificação e (C) 
autêntico. PI = ác. succínico. Condições experimentais conforme Figura 4.3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.5. Comparação entre o eletroferograma do ponto da curva de cali-
bração (A) correspondente às concentrações 19,71 mg L-1 para o ác. fórmico 
(1), 5,30 mg L-1 para o ác. glicólico (2), 13,93 mg L-1 para o ác. láctico (3) e 
162,00 mg L-1 para o ác. acético (4) e os de amostras de uísque oito anos, da 
mesma marca, porém (B) apreendido por suspeita de falsificação e (C) au-
têntico. PI = ác. succínico. Condições experimentais conforme Figura 4.3. 
 
A quantificação dos uísques originais confirma que bebidas au-
tênticas possuem os compostos analisados em concentrações acima do 
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limite de quantificação, enquanto que as amostras apreendidas não pos-
suem os ácidos ou se encontram abaixo do limite esperado, salvo algu-
mas exceções, como é apresentado na Tabela 4.3. Um fato curioso foi a 
concentração muito superior de ácido láctico encontrada em seis amos-
tras, quando comparadas com os uísques originais, sendo que estas a-
mostras são de uísques envelhecidos doze anos. 
 
Tabela 4.3. Faixa de concentração (mg L-1) dos ácidos orgânicos, obti-
das pelo método proposto por eletroforese capilar. Condições 
experimentais conforme Figura 4.3. 
Ácido Amostras apreendidas Uísques autênticos 
Fórmico 0,00 – 39,28 9,63 – 35,59 
Glicólico 0,00 4,36 – 10,30 
Láctico 0,00 – 134,02 7,71 – 26,30 
Acético 0,00 – 61,20 112,90 – 453,38 
 
4.3.5 Análise por componentes principais 
Para o tratamento estatístico feito através da análise por compo-
nentes principais, os dados relativos aos ácidos alifáticos considerados 
como variáveis foram as concentrações obtidas pela quantificação, sen-
do que este estudo se aplicou somente às amostras nas quais se detectou 
os analitos, independente das amostras serem autênticas ou suspeitas 
(Tabela 4.4). 
Tabela 4.4. Concentrações (mg L-1) dos analitos usadas na análise por 
componentes principais.  
Amostra Fórmico Glicólico Láctico Acético 
1 12,65 0,00 113,43 49,86 
2 25,95 5,90 9,43 350,94 
3 27,23 5,39 13,84 312,90 
4 39,28 0,00 82,37 44,98 
5 33,39 9,86 15,83 292,40 
6 33,48 9,27 19,62 313,64 
7 20,56 8,66 12,30 176,40 
8 19,68 9,24 17,09 164,29 
9 22,70 10,30 16,47 176,21 
10 12,64 0,00 85,09 41,66 
11 19,69 0,00 134,02 61,20 
12 26,96 6,17 8,46 340,27 
13 11,83 0,00 95,02 45,04 
14 35,59 4,36 7,71 453,38 
15 32,32 8,53 26,30 292,79 
16 11,29 0,00 80,37 40,35 
17 9,63 0,00 0,00 112,90 
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A análise de componentes principais consiste essencialmente em 
reescrever as coordenadas das amostras em outro sistema de eixos mais 
conveniente para a análise dos dados. Em outras palavras, as n-variáveis 
originais geram, através de suas combinações lineares, n-componentes 
principais, cuja principal característica, além da ortogonalidade, é que 
são obtidos em ordem decrescente de máxima variância, ou seja, a com-
ponente principal 1 detém mais informação estatística que a componente 
principal 2, que por sua vez tem mais informação estatística que a com-
ponente principal 3 e assim por diante. Este método permite a redução 
da dimensionalidade dos pontos representativos das amostras, pois em-
bora a informação estatística presente nas n-variáveis originais seja a 
mesma dos n-componentes principais, é comum obter em apenas 2 ou 3 
das primeiras componentes principais mais que 90% desta informação 
[16-18]. 
A análise de componentes principais também pode ser usada para 
julgar a importância das próprias variáveis originais escolhidas, ou seja, 
as variáveis originais com maior peso na combinação linear dos primei-
ros componentes principais são as mais importantes do ponto de vista 
estatístico [16-18]. 
As quatro componentes principais para os ácidos considerados 
são: 
 
 
 
 
 
 
 
 
As porcentagens de variância total explicadas pelas componentes 
são, respectivamente, 95,98% para ŷ1; 3,74% para ŷ2; 0,23% para ŷ3 e 
0,035% para ŷ4, Juntas, as componentes ŷ1 e ŷ2 representam aproxima-
damente 100% da variância total, Portanto, as informações mais rele-
vantes estão contidas nessas duas componentes principais, uma vez que 
a terceira e a quarta componente contribuem muito pouco para a variân-
cia total original. 
O gráfico da componente principal 1 versus a componente princi-
pal 2 fornece uma janela privilegiada (estatisticamente) para a observa-
ção dos pontos no espaço n-dimensional. Analisando o gráfico de esco-
res da primeira e segunda componentes principais (as quais representam 
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aproximadamente 100% da variância total) é possível agrupar as amos-
tras que apresentam características semelhantes. 
 O estudo do gráfico de escores mostra que a análise por compo-
nentes principais possibilitou a distinção entre os uísques autênticos 
envelhecidos 8 e 12 anos, assim como, a diferenciação entre as amostras 
autênticas e suspeitas. Além disto, o tratamento estatístico, separou dos 
grupos de amostras, um uísque de fabricação nacional que é envelhecido 
somente 1 ano (amostra 17) e um uísque produzido a partir de um pro-
cesso de fabricação diferente dos demais (amostra 14), (Figura 4.7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.6. Gráfico de escores da primeira (ác, acético) e segunda (ác, 
fórmico) componentes principais (as quais representam aproximadamen-
te 100% da variância total). Amostras: 7,8,9 = uísques originais oito 
anos, 2,3,5,6,12,15 = uísques originais doze anos, 1,4,10,11,13,16 = 
uísques apreendidos doze anos. No presente caso as amostras 14 e 17 
ficaram fora dos agrupamentos. 
 
4.4 Conclusão 
 
O método proposto se mostrou satisfatório na determinação dos 
ácidos alifáticos detectados nas amostras de uísque. 
O uso de “softwares” de simulação possibilitou a identificação 
dos analitos sem a necessidade de adição de padrões, economizando 
reagentes, amostras, padrões e tempo de análise. 
A utilização da eletroforese capilar associado à PCA mostrou-se 
uma ferramenta poderosa na autenticação de amostras de uísques. A 
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análise estatística permitiu agrupar as amostras em verdadeiras e falsas 
diferenciando ainda as amostras autênticas em 1, 8 e 12 anos de matura-
ção. 
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